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Resumo 
 
 
NOVOS PROGENITORES NA ZONA MARGINAL DO CÓRTEX CEREBRAL 
EM DESENVOLVIMENTO 
 
Ao longo do desenvolvimento, as células neuroepiteliais do telencéfalo dividem-
se originando progenitores responsáveis pela geração sequencial dos diferentes 
tipos de neurônios, astrócitos e oligodendrócitos do córtex cerebral. Até o 
presente, os progenitores telencefálicos estariam localizados nas zonas 
ventricular (ZV) e subventricular (ZSV). Sua posição ao longo dos eixos dorso-
ventral e rostro-caudal é relacionada com territórios gênicos e tipos celulares 
específicos. Desta forma, observa-se a geração de neurônios corticais 
glutamatérgicos ou GABAérgicos na ZV e ZSV do telencéfalo dorsal e ventral de 
roedores, respectivamente. Neste trabalho investigamos o potencial proliferativo 
in vivo e in vitro da zona marginal (ZM), conhecida por possuir neurônios 
migratórios e diferenciados durante a corticogênese. Determinamos o fenótipo 
de células proliferativas da ZM e através de análise clonal utilizando infecção por 
retrovirus contendo o gene para GFP (proteína flourescente verde) 
acompanhamos as linhagens derivadas destes progenitores in vitro. Células 
proliferativas in vivo foram marcadas através da administração do BrdU 
(bromodeoxiuridina, marcador da fase S do ciclo celular), combinada a ensaios 
imunohistoquímicos para a identificação deste antígeno e da forma fosforilada 
da histona 3 (expressa no final da fase G2 e durante a fase M do ciclo celular). 
Identificamos células proliferativas na ZM de camundongos a partir do dia 
embrinonário 14 (E14 - logo após a divisão da pré-placa quando a ZM se torna 
distinguível) e por toda a corticogênese com um aumento na proporcão de 
células proliferativas de ~três vezes em E18. As células proliferativas na ZM não 
expressam Pax6 ou Tbr2, fatores transcricionais característicos dos precursores 
da ZV e ZSV respectivamente. Ao longo da corticogênese, esta população 
precursora apresenta um padrão de expressão do fator transcricional Olig2 
seguindo um gradiente látero-medial, de modo que no período perinatal todas as 
células proliferativas na zona marginal expressam o gene olig2. A análise das 
linhagens clonais geradas a partir destes precursores revelou um elevado 
potencial gliogênico (~70% de clones gliais puros) quando comparado a ZV /ZSV 
(3,3%). Além disso, a ZM apresentou um significativo potencial neurogênico, 
originando cerca de 30% de clones contendo neurônios.  Mostramos que os 
clones gliais puros da ZM são significativamente maiores que os da ZV. 
Concluímos, portanto, que a ZM dorsal é um nicho neurogênico e gliogênico no 
córtex cerebral em desenvolvimento apresentando células proliferativas in vivo e 
in vitro com características fenotípicas distintas dos progenitores da ZV e ZSV. 
Através de estudos de linhagem clonal in vitro, demonstramos diferentes 
comportamentos proliferativos e potenciais neuro-gliogênicos das células 
isoladas da ZM e da ZV/ZSV, indicando a existência de um novo tipo de 
progenitor no telencéfalo.  
 
 
Abstract 
 
 
 
A NOVEL TYPE OF PROGENITOR IN THE DEVELOPING NEOCORTICAL 
MARGINAL ZONE 
 
During development, telencephalic neuroepithelial cells proliferate and give rise 
to progenitors, which are responsible for the sequential generation of different 
types of neurons, astrocytes and oligodendrocytes in the cerebral cortex. To 
date, telencephalic progenitors would be located in the ventricular (VZ) and 
subventricular (SVZ) zones. Their position along the rostro-caudal and dorso-
ventral axis is related to gene expression territories and the generation of specific 
cell types, such that dorsal telencephalic VZ/ZVZ  generates glutamatergic 
neurons and ventral VZ/ZVZ GABAergic neurons. In this work we investigated 
the in vivo and in vitro proliferative potential of the marginal zone (MZ) described 
to harbor migrating and differentiating neurons during corticogenesis.  We 
determined the phenotype of MZ proliferative cells and by clonal analysis with 
infection by GFP (green fluorescent protein) containing retroviruses we followed 
the lineages derived from the progenitors in vitro. Proliferative cells in vivo were 
labeled by BrdU (bromodeoxyuridine, S phase cell cycle marker) combined to 
immunohistochemistry for the identification of BrdU antigen and the 
phosphorylated form of H3 –histone (expressed at the end of G2 and during M 
phase of the cell cycle). We identified proliferative cells in mice MZ from 
embryonic day (E)14 (just after preplate division when MZ becomes 
distinguishable) and through all corticogenesis with a three fold increase in E18. 
Proliferative cells in the MZ do not express Pax6 or Tbr2, transcriptional factors 
typical of VZ and SVZ precursors respectively. During corticogenesis, this 
precursor population displays a latero-medial gradient of expression of Olig2, 
such that perinatally, all proliferative cells in the MZ express Olig2. Clonal lineage 
analysis from these precursors revealed a high gliogenic potential  (~70% pure 
glial clones) when compared to VZ/SVZ (2,3%). Furthermore, MZ displays 
neurogenic potential since 30% of all clones contained neurons identified by 
class III β-tubulin immunolabeling. Here we show that pure glial clones in the MZ 
are significantly larger than those generated by VZ.   Concluding, the dorsal MZ 
is a neurogenic and gliogenic niche in the developing cerebral cortex containing 
proliferative cells with distinct phenotypic characteristics from the VZ and SVZ.  
By clonal lineage analysis in vitro, we demonstrated different proliferative 
behaviors and neuro-gliogenic potential from cells isolated from the MZ and 
VZ/SVZ indicating a novel type of progenitor in the cerebral cortex. 
 
 
  
 
 
 
I. Introdução 
 
A formação do córtex cerebral depende da geração e posicionamento 
adequados de diferentes tipos de neurônios e células macrogliais (astrócitos e 
oligodendrócitos). 
Durante o desenvolvimento embrionário, as células neuroepiteliais que 
formam a parede do tubo neural apresentam uma intensa atividade proliferativa, 
responsável pelo crescimento longitudinal e transversal deste tubo. Estas células 
também são responsáveis pela geração dos progenitores que compõem a zona 
ventricular (Boulder Committee, 1970) e, subsequentemente, a zona 
subventricular telencefálicas (Boulder Committee, 1970; Smart, 1972; Takahashi 
et al., 1993; 1995; Noctor et al., 2004).  
A zona ventricular e subventricular do telencéfalo dorsal de roedores são 
consideradas as principais fontes de neurônios de projeção corticais 
(Parnavelas, 2000), enquanto os neurônios não-piramidais GABAérgicos 
parecem ser gerados quase exclusivamente no telencéfalo ventral (Marin & 
Rubenstein, 2001).  
Enquanto o número de progenitores na zona ventricular é 
progressivamente reduzido durante a corticogênese, uma população proliferativa 
secundária cresce na zona subventricular (Takahashi et al., 1995). No final do 
período embrionário e durante as primeiras semanas pós-natais, esta população 
apresenta um elevado potencial gliogênico sendo responsável pela geração de 
um grande número de astrócitos e oligodendrócitos corticais, além de 
 
interneurônios do bulbo olfatório (Marshall et al., 2003). A transformação das 
células de glia radial em astrócitos (Voigt et al., 1989; Takahashi et al., 1992; 
Alves et al., 2001) e a migração de precursores de oligodendrócitos a partir do 
telencéfalo ventral (Tekki-Kessaris et al., 2001; Nery et al., 2001), completam a 
população de células macrogliais do córtex cerebral de roedores. 
Neste trabalho, descrevemos uma terceira população de progenitores no 
córtex cerebral, presentes na zona marginal do telencéfalo dorsal, de momentos 
intermediários da corticogênese até, pelo menos, o fim do período embrionário 
de camundongos. Estudos de linhagem celular (análises clonais) a partir das 
células da zona marginal ou das zonas ventricular e subventricular confirmam a 
existência deste novo progenitor no desenvolvimento cortical. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1. Zonas germinativas envolvidas na formação do córtex cerebral 
 
Em momentos precoces da corticogênese, a zona ventricular telencefálica 
é formada por células neuroepiteliais, caracterizadas pela presença de um 
prolongamento radial em contato com a superfície pial e outro contactando a luz 
do tubo neural. Dentro deste neuroepitélio, as células apresentam um 
movimento de migração nuclear intercinético, associado à fase do ciclo celular 
em que os progenitores se encontram, de modo que os núcleos celulares 
apresentam uma localização abventricular durante a fase S (duplicação do DNA) 
e tangenciam a luz ventricular durante a fase M (divisão celular) (Sauer, 1935). 
Com o surgimento dos primeiros neurônios pós-mitóticos na pré-placa 
(Boulder Committee, 1970) e as sucessivas ondas de neurônios para a placa 
cortical (Boulder Committee, 1970), alguns progenitores na zona ventricular 
mantêm longas fibras radiais em contato com a superfície pial, enquanto outras 
células apresentam prolongamentos curtos, interrompidos na zona 
subventricular ou intermediária (Gal et al., 2006).  
 
1.1 . A primeira população proliferativa: progenitores da zona 
ventricular 
 
As células na zona ventricular que apresentam um longo processo radial 
contactando a zona marginal, logo abaixo à superfície pial, foram denominadas 
células de glia radial (revisto por Rakic, 1995). Inicialmente, estas células foram 
 
associadas à migração radial dos neurônios pós-mitóticos, em que 
apresentariam um papel de suporte (Rakic, 1971). Entretanto, evidências 
recentes demonstraram o papel destas células na geração de neurônios 
corticais em roedores (Malatesta et al., 2000; Tamamaki et al., 2001; Noctor et 
al., 2002; 2004; Malatesta et al., 2003; Miyata et al.., 2002).  
Embora os dados experimentais sejam claros na demonstração de 
neurogênese a partir da glia radial, não é bem definido de que maneira estas 
células são geradas a partir do amadurecimento de células neuroepiteliais 
(Tramontin et al., 2003) ou se representam uma população distinta na zona 
ventricular, em contraste com os progenitores com “prolongamentos curtos” (Gal 
et al., 2006). Além disso, não existem dados que sustentem a idéia de que todas 
as células de glia radial no telencéfalo proliferem e ainda não está claro o papel 
destas células na geração de neurônios no telencéfalo ventral (Malatesta et al., 
2003; Anthony et al. 2004; Götz & Huttner, 2005). 
 Os diferentes critérios utilizados para se definir uma célula de glia radial 
tornam confusa a análise dos resultados experimentais. Como já discutido 
anteriormente, a definição morfológica destas células foi a primeira utilizada na 
literatura (Rakic 1971; 1972) e deveria servir como padrão nos estudos 
subsequentes. Na prática, os principais estudos demonstrando a contribuição 
desta população na neurogênese in situ utilizam estratégias genéticas em que 
determinados promotores, como o da proteína glial fibrilar ácida de humanos - 
hGFAP (Malatesta et al., 2003) - ou da BLBP (“brain lipid binding protein” 
Anthony et al., 2004), controlam a expressão da proteína Cre-recombinase, 
 
permitindo a deleção de um códon de parada situado a jusante de um gene 
repórter, que passa a ser expresso nas células descendentes. No entanto, não 
está claro se as células que expressam hGFAP ou BLBP no telencéfalo 
embrionário são as células de glia radial in situ. 
 Independentemente das nomenclaturas, podemos dizer que: 1) Uma 
população de células que expressa o hGFAP gera, predominantemente, 
neurônios corticais de projeção, contribuindo modestamente para a população 
de interneurônios corticais ou neurônios dos núcleos da base (Malatesta et al., 
2003); 2) Os progenitores que expressam BLBP apresentam um potencial mais 
amplo, gerando diferentes tipos neuronais no córtex e núcleos da base (Anthony 
et al., 2004); 3) Em ambos os estudos citados, os progenitores estudados 
também contribuem para o desenvolvimento das células macrogliais; e 4) Existe 
um grande número de progenitores na zona ventricular que não apresentam 
características de glia radial (Gal et al., 2006) e podem estar regulando 
diferentemente o hGFAP ou BLBP. 
 
1.2. A segunda população proliferativa do telencéfalo: progenitores 
da zona subventricular  
 
Em períodos intermediários da corticogênese, uma segunda população 
proliferativa surge no telencéfalo e ocupa a zona subventricular e intermediária 
(Boulder Committee, 1970; Takahashi et al., 1995). Esta população aumenta 
significativamente em número ao longo da corticogênese, enquanto a zona 
 
ventricular se torna cada vez mais reduzida (Takahashi et al., 1995), e está 
associada com a geração de neurônios corticais durante o período embrionário 
em roedores (Noctor et al., 2004; Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 2004) e 
primatas (Smart et al., 2002; Zecevic et al., 2005).  
Em contraste com os progenitores da zona ventricular, os da zona 
subventricular não apresentam migração nuclear intercinética, duplicando os 
seus materiais genéticos e se dividindo em posições basais aos primeiros 
(Takahashi et al., 1995; Noctor et al., 2004; Haubensak et al., 2004; Miyata et al., 
2004).  
No fim do período embrionário e durante as primeiras semanas pós-natais 
de roedores, os progenitores da zona subventricular mantêm uma elevada 
atividade proliferativa, contribuindo para a geração de um grande número de 
astrócitos e oligodendrócitos corticais (Levison & Goldman, 1993; 1997; Marshall 
et al., 2003), além de apresentarem um potencial neurogênico que mantém-se 
na vida adulta, responsável pela geração de interneurônios para o bulbo olfatório 
(Luskin, 1993; Lois & Alvarez-Buylla, 1994; Lois et al., 1996; Doetsch & Alvarez-
Buylla, 1996). 
Portanto, poderíamos dizer que as células neuroepiteliais ao longo do 
desenvolvimento originam os progenitores da zona ventricular e subventricular, 
sendo que os primeiros mantêm contato com a luz ventricular e, em alguns 
 
casos, com a superfície pial, enquanto os segundos perdem ambos os 
contatos1.  
Devido à sobreposição temporal das populações de progenitores na ZV e 
ZSV durante o desenvolvimento e as dificuldades técnicas na separação destas 
regiões, ainda não está claro como cada uma destas populações contribui para 
a geração dos diferentes tipos celulares do córtex cerebral.  Além disso, não 
podemos excluir a possibilidade de que dentro de uma mesma camada 
germinativa existam progenitores com diferentes potenciais, dependendo das 
suas posições nos eixos dorso-ventral e látero-medial (Panchision & McKay, 
2002), idade embrionária (Frantz & McConnell, 1996), número de ciclos 
celulares (Takahashi et al., 1999) ou expressão gênica ( Götz & Huttner, 2005). 
 O potencial dos progenitores telencefálicos para gerar diferentes tipos de 
células neuronais e macrogliais durante o desenvolvimento foi estudado através 
de diversas técnicas experimentais (Luskin et al., 1988; Temple, 1989; Williams 
& Price, 1995), como será discutido adiante. No entanto, estes estudos não 
levavam em consideração a existência de progenitores intermediários na zona 
subventricular, pois consideravam que a única zona germinativa no telencéfalo 
era a zona ventricular.  
 No próximo capítulo, descutiremos alguns dos resultados descritos por 
diferentes pesquisadores que estudaram o potencial dos progenitores 
telencefálicos isolados de diferentes regiões in situ e in vitro. 
 
                                                 
1  Embora os progenitores na zona subventricular embrionária não apresentem contacto com a luz do 
ventrículo lateral, durante a vida adulta os progenitores da zona subventricular (células B) apresentam um 
prolongamento ciliar que contacta a luz ventricular (Doetsch et al., 1999). 
 
2. Diferenciação celular no telencéfalo de roedores:  
 
2.1. Progenitores neurais do córtex cerebral: 
 
 O córtex cerebral adulto apresenta diferentes tipos neuronais, com 
diferentes morfologias e propriedades químicas e eletrofisiológicas. Além destes, 
temos astrócitos e oligodendrócitos, microglia e vasos sanguíneos, 
supostamente subdivididos em tipos morfofuncionais especializados também. 
Com exceção dos vasos e da microglia essa enorme diversidade celular tem sua 
origem no epitélio pseudo-estratificado do tubo neural.  
Poderia se perguntar de que maneira uma célula individual da zona 
ventricular telencefálica possui a capacidade de gerar os três principais tipos de 
células neurais (neurônios, astrócitos e oligodendrócitos) e, subsequentemente, 
subtipos neuronais, astrocitários ou oligodendrocitários. Para tentar responder 
esta pergunta, inúmeros pesquisadores estabeleceram protocolos para estudar 
a linhagem de uma única célula precursora in vitro e in situ. 
 O estudo de linhagens celulares no córtex de roedores in situ depende do 
uso de um marcador que possa ser incorporado por uma célula progenitora e, 
subsequentemente, transmitido para a sua progênie. O uso de vetores retrovirais 
preenche os requisitos acima, pois os seus materiais genéticos, devido à 
ausência da proteína transportase, só podem ser incorporados aos núcleos de 
células mitóticas. Em geral, são utilizados como repórteres, genes que codificam 
proteínas identificáveis por métodos imunohistoquímicos, como β-galactosidase, 
 
fosfatase alcalina ou GFP (“green fluorescent protein”), permitindo a 
reconstituição de uma linhagem derivada a partir de uma célula progenitora. 
 Em 1988, Marla Luskin (Luskin et al., 1988) publicou suas observações, a 
partir da infecção de progenitores telencefálicos isolados com retrovírus (BAG), 
em camundongos (E12-E14). A análise das células que incorporavam o gene 
repórter (β-galactosidase) foi feita entre a primeira e terceira semana pós-natal e 
a definição de clone foi baseada na relação espacial entre as células que 
apresentavam β-galactosidase. Basicamente, os autores consideravam como 
pertencentes a um mesmo clone, células que estavam separadas por uma curta 
distância ou se apresentavam radialmente dispostas. Através da morfologia das 
células encontradas, os autores concluiram que, em sua maioria, os clones eram 
formados por um único tipo celular, sendo que os clones mais frequentes eram 
neuronais, organizados em colunas radiais ao longo do córtex.  
 O critério espacial utilizado para a definição de um clone é passível de 
críticas, pois se considerarmos que uma única célula infectada origina neurônios 
por dois ou três ciclos celulares e, finalmente, origina astrócitos ou 
oligodendrócitos (Qian et al., 1999), o simples crescimento tangencial do córtex 
ao longo do desenvolvimento posicionaria estas células a grandes distâncias. 
Pela definição espacial de clone, estas células seriam consideradas de clones 
distintos, apesar de não o serem. Além disso, teríamos que levar em conta os 
movimentos migratórios dos progenitores e das células geradas como um fator 
de mistura de clones múltiplos (Fishell, 1993; O’Rourke et al., 1992; Marín & 
Rubenstein, 2001). Os efeitos destas variáveis podem ser identificados quando 
 
os autores, por exemplo, definem clones com apenas um neurônio como 
“neuronal puro” (Luskin et al., 1988; Grove et al., 1993).  
De fato, Walsh e Cepko publicaram alguns resultados contraditórios com 
os estudos de Luskin e colaboradores (1988), utilizando a mesma técnica de 
infecção de progenitores telencefálicos em ratos (Walsh & Cepko, 1988). Neste 
estudo, o comportamento das células marcadas foi avaliado após curtos 
intervalos de tempo entre a infecção e o sacrifício (3 a 7 dias), revelando 
algumas células em orientação perpendicular às fibras de glia radial, 
principalmente, na zona intermediária e ventricular. Este resultado foi 
interpretado como um fator de dispersão entre células derivadas de um mesmo 
progenitor, motivo pelo qual os autores não teriam utilizado o critério espacial 
para definir um clone. Desta forma, contrariando as conclusões de Luskin e 
colaboradores (1988), os autores sugerem que a maioria dos clones neuronais 
não estaria organizada em colunas. Por outro lado, nos casos em que as células 
apresentam uma organização estritamente radial, os clones seriam formados por 
células gliais. Apesar destes autores não entrarem no mérito da homogeneidade 
dos clones, o critério da utilização das distâncias entre células relacionadas para 
definição de um cartáter clonal mostrou-se limitado, uma vez que pode haver 
uma significativa dispersão entre elas no plano tangencial (Fishell, 1993; 
O’Rourke et al., 1992; Marín & Rubenstein, 2001), o que colocaria em cheque a 
interpretação de que os clones seriam formados por um único tipo celular 
(Luskin et al., 1988) 
 
 Também contradizendo os achados de Luskin e colaboradores, outros 
autores desafiaram a disposição colunar de clones neuronais e sua limitação na 
diversidade celular de sua progênie (Price & Thurlow, 1988). Assim, clones 
mistos de neurônios e “células horizontais” (células pequenas e com processos 
horizontais paralelos aos axônios da substância branca), além de um clone, 
possivelmente, contendo astrócitos, neurônios e células horizontais foram 
relatados por estes autores.   
Elizabeth Grove e colaboradores, em ensaios que combinavam, 
pioneiramente, a infecção com retrovírus com técnicas imunohistoquímicas, 
decreveram um grande número de clones contendo apenas neurônios ou células 
macrogliais (Grove et al., 1993). No entanto, os autores descrevem um grande 
número de “clones neuronais puros” formados por um único neurônio. Para 
aceitar esta interpretação precisaríamos admitir que um progenitor infectado no 
meio do período neurogênico no córtex dividiu-se uma única vez (sendo que a 
segunda célula morreu) ou que todas as outras células relacionadas a este 
“clone” morreram. 
 Desta forma, a pergunta inicial: “as células progenitoras no telencéfalo 
são multipotenciais ou existem diferentes populações de progenitores para os 
diversos tipos e subtipos neurais?” permanecia sem uma resposta definitiva. 
Marla Luskin atribuiu a divergência entre seus resultados e os de outros 
grupos a dificuldades técnicas com o uso da reação da β-galactosidase e a 
identificação celular por critérios morfológicos com o microscópio óptico. Novas 
análises clonais foram então feitas no córtex de ratos pós-natais e adultos após 
 
injeção de retrovírus em E15-16 (Luskin et al., 1993). Os clones foram 
novamente definidos por critérios espaciais (distância entre as células ≤500μm) 
e o fenótipo das células pertencentes a um mesmo clone foi estabelecido por 
técnicas ultra-morfológicas. Com esta abordagem, os autores sugerem a 
existência de precursores restritos durante a embriogênese, uma vez que a 
maioria dos clones apresentou um único tipo celular: neurônio, astrócito ou 
oligodendrócito.  
Neste último e em outros trabalhos, os clones neuronais apresentaram 
homogeneidade em termos morfológicos, de modo que neurônios piramidais 
pertencem a clones diferentes daqueles contendo neurônios não-piramidais 
(Parnavelas et al., 1991; Luskin et al., 1993; Mione et al., 1994).  
 Conforme citado anteriormente, a dispersão celular tangencial durante o 
desenvolvimento, produzida por migração celular (Fishell, 1993; O’Rourke et al., 
1992; Marín & Rubenstein, 2001) aliada ou não ao crescimento horizontal do 
córtex, eram fontes potenciais de erros de interpretação do caráter clonal se 
assumidos unicamente critérios de distribuição espacial. Uma técnica mais direta 
para relacionar a progênie de um único precursor fazia-se necessária. O 
desenvolvimento de retrovírus contendo fragmentos de DNA com diferentes 
“tags” (“biblioteca retroviral”) mostrou-se uma valiosa ferramenta no estudo das 
linhagens clonais, pois permitia que a relação clonal entre células fosse avaliada 
pela reação em cadeia da polimerase (PCR), independente da sua dispersão 
espacial (Walsh & Cepko, 1992; 1993). Com esta técnica, os autores 
confirmaram seus achados anteriores (Walsh & Cepko, 1988) e mostraram que 
 
existe uma grande dispersão celular nas camadas proliferativas do córtex 
embrionário. Em adição, foi possível calcular, estatisticamente, a probabilidade 
de incluir em um mesmo clone células derivadas de precursores diferentes ou de 
não considerar células de um mesmo clone quando do uso da definição 
geométrica de clone (Walsh & Cepko, 1992).  
 Utilizando esta biblioteca de retrovirus em ratos E14, foi mostrado que as 
células pertencentes a um mesmo “cluster”, isto é, posicionadas a curtas 
distâncias umas das outras, eram do mesmo tipo, baseado em critérios 
morfológicos (Reid et al., 1995). Este achado está de acordo com os “clones” 
relatados anteriormente (definição baseada em proximidade, Luskin et al., 1988; 
Parnavelas, 1991; Luskin et al., 1993; Mione et al., 1994), mas neste caso 
representam apenas 52% dos clones definidos como tal por apresentarem todas 
as células com o mesmo marcador (tag). Os demais clones eram formados por 
células posicionadas a grandes distâncias umas das outras, podendo conter dois 
ou mais “clusters” celulares definidos anatomicamente, como havia sido 
sugerido por Walsh & Cepko. Vale ressaltar que estes clones apresentavam 
misturas de neurônios e glia (2/18), sendo que quase metade dos clones (8/18) 
apresentava neurônios piramidais e não-piramidais, sugerindo que um mesmo 
progenitor poderia originar estes dois tipos neuronais ou mesmo neurônios e 
glia. Injeções feitas em E17 revelaram uma diminuição do número de clones 
mistos (12,5%), sendo que a maioria dos clones era exclusivamente glial ou 
formada por apenas dois neurônios. 
 
 Os resultados descritos acima, sugerindo a existência de progenitores 
comprometidos com a geração de determinada linhagem celular (neuronal x 
glial; neurônio piramidal x não-piramidal; astrócito x oligodendrócito) no 
telencéfalo embrionário, foram obtidos com injeção de retrovírus no meio do 
período neurogênico, de modo que o potencial dos progenitores presentes na 
zona ventricular em períodos mais precoces da corticogênese permanecia 
inexplorada. Com o desenvolvimento de bibliotecas retrovirais mais resistentes 
ao “silenciamento” (diminuição da expressão do gene repórter por células 
relacionadas clonalmente) e de técnicas permitindo a injeção de retrovírus para 
a luz do tubo neural (Gaiano et al., 1999), foi possível estudar o potencial dos 
progenitores presentes no início da corticogênese.   
Através da injeção de retrovírus para a luz do tubo neural de 
camundongos em E9,5 e análise clonal após a terceira semana pós-natal 
(McCarthy et al., 2001), foram descritos clones neuronais puros (34,4%), gliais 
puros (46,9%) e mistos (18,8%), sugerindo a existência de progenitores restritos 
a determinadas linhagens celulares logo após o fechamento do tubo neural. No 
entanto, os clones “gliais puros” foram observados, predominantemente, no 
telencéfalo ventral e apresentavam relações espaciais com células neuronais, 
cuja amplificação e análise por PCR falharam (McCarthy et al., 2001), de modo 
que não podemos excluir a possibilidade de tratar-se de clones mistos. 
 Neste mesmo trabalho, foram descritos os clones que, em alguns casos, 
apresentavam neurônios piramidais e não-piramidais, mas como a frequência 
 
destes clones foi muito baixa, os autores consideraram uma exceção a 
existência de um mesmo progenitor em E9,5 para estes dois tipos celulares.  
Por outro lado, a análise clonal de progenitores marcados em E14 revelou 
a existência de um grande número de clones contendo ambos, neurônios 
piramidais e não piramidais (44%), assim como clones contendo interneurônios 
corticais e neurônios estriatais (16%) ou  astrócitos (20%) em ratos (Reid & 
Walsh 2002). 
 Do conjunto de dados descritos anteriormente, podemos concluir que o 
potencial dos progenitores presentes no telencéfalo embrionário permanece 
indeterminado. Tanto a definição de clones por critérios espaciais quanto o uso 
de marcadores moleculares identificáveis por PCR são passíveis de crítica. O 
primeiro, pelo alto grau de migração celular durante o desenvolvimento e o 
crescimento horizontal do córtex; e o segundo, pela baixa sensibilidade dos 
PCRs (apenas 40% das células têm o gene repórter devidamente amplificado e 
sequenciado).  
Essas dificuldades técnicas e outras variações metodológicas entre os 
diferentes trabalhos, como as idades de infecção, tornam a interpretação dos 
resultados extremamente difícil. Poderíamos extrair, no entanto, alguns pontos 
comuns: 1) “Clusters” neuronais são compostos por um baixo número de 
células, sugerindo que os progenitores neuronais apresentam um número 
limitado de divisões celulares; 2) Mesmo com a baixa sensibilidade dos PCRs, 
são descritos neurônios piramidais e não-piramidais, assim como neurônios e 
astrócitos, derivados de um mesmo progenitor em experimentos independentes; 
 
3) a maioria das evidências de populações de progenitores com potencial 
fenotípico restrito está baseada na definição espacial de clone. 
 A seguir, discutiremos alguns dos resultados de culturas celulares obtidos 
por diferentes pesquisadores no estudo das linhagens clonais de progenitores 
derivados do telencéfalo dorsal em diferentes períodos do desenvolvimento. 
Vale ressaltar que estes estudos incluem os progenitores da zona ventricular 
como aqueles presentes em outra(s) região(s) germinativa(s), ao contrário do 
que ocorreria in situ, em que apenas os progenitores em contato com a luz 
ventricular seriam infectados. 
Cultivando células individuais isoladas da região septal do córtex cerebral 
de ratos E13,5-14,5 (Temple, 1989), foi observado que a maioria destas células 
(70%) geravam clones neuronais, sendo que a maioria destes clones continham 
apenas dois neurônios. As demais células geravam clones não-neuronais (8%) 
ou clones mistos (22%), contendo neurônios e astrócitos imunorreativos para 
GFAP em 50% dos clones. Não foram observados oligodendrócitos nas 
condições utilizadas, tanto em clones puros quanto mistos. A partir destes 
resultados, a autora sugere a existência de um progenitor multipotente, capaz de 
gerar clones mistos e com grande número de células, e progenitores unipotentes 
(possivelmente, gerados a partir dos multipotentes), apresentando limitada 
capacidade proliferativa e restrição fenotípica. 
Utilizando um sistema de cultivo bastante similar, Andrew Davis analisou 
a composição de clones gerados por células isoladas do córtex cerebral de ratos 
em E12 e E14 (Davis & Temple, 1994). Em ambas as idades, foram observados 
 
clones neuronais puros (~80%); oligo ou astrocitários puros (3-4%) e mistos 
(~9%). Os clones mistos continham, em 40% dos casos, os três tipos celulares 
descritos, sugerindo a existência de um progenitor tripotente no córtex cerebral. 
Os autores também descrevem “clones de células-tronco”, os quais foram 
subclonados e apresentaram células com as mesmas características descritas 
acima, sugerindo que a célula fundadora do clone é capaz de auto-renovação.  
 Devemos ter em mente duas diferenças metodológicas significativas entre 
estes dois últimos trabalhos: 1) a fonte das células precursoras (septo x parede 
latero-dorsal do telencéfalo dorsal) e 2) o meio de cultura utilizado (com soro 
fetal bovino (Temple, 1989) ou sem soro fetal bovino (Davis & Temple, 1994). 
Embora seja difícil especular sobre os efeitos da primeira variável, pois teríamos 
que assumir heterogeneidades entre as diferentes populações celulares no eixo 
látero-medial capazes de alterar seus potenciais, podemos ter uma idéia 
bastante clara de como a alteração das condições de cultivo podem alterar a 
composição dos clones gerados pelos progenitores telencefálicos.  
 Cultivando células derivadas do córtex de ratos entre E12 e E18 sobre 
monocamadas astrocitárias, foram avaliados os efeitos da adição de soro na 
composição dos clones (Williams & Price, 1995). Notoriamente, quando as 
células foram cultivadas na ausência de soro, houve um aumento de 4 para 51% 
na frequência de clones formados apenas por oligodendrócitos, com a 
concomitante redução dos clones astrocitários puros (69 para 2%). Em seguida, 
estes autores também avaliaram a composição dos clones cultivados 
diretamente em Poli-D-lisina ou sobre as monocamadas, onde foi observado: 1) 
 
uma redução significativa na frequência de clones oligodendrocitários (40 para 
3%); 2) aparecimento de clones astrocitários (5%) e 3) desaparecimento dos 
clones mistos contendo oligos e neurônios, com aparecimento de clones 
contendo neurônios e astrócitos (4%).  
 A obtenção de diferentes tipos de clones por estes diferentes grupos, 
apesar de todas as diferenças metodológicas e, consequentemente, variações 
nas composições destes clones, sugere a coexistência de progenitores 
multipotentes e unipotentes no telencéfalo dorsal. No entanto, não podemos 
determinar se estas células estão presentes exclusivamente na zona ventricular, 
indicando uma heterogeneidade dentro desta zona germinativa, ou representam 
amostragens de células derivadas da zona ventricular e subventricular.  
As alterações na composição dos clones descrita por Williams & Price 
(1995) sugere que o potencial dos progenitores telencefálicos pode ser alterado 
por fatores externos, mas não determina de que maneira esse fenômeno ocorre 
através da reespecificação de células individuais ou se é um efeito populacional, 
produzido, por exemplo, através da seleção de determinados progenitores.   
Utilizando o sistema de cultivo de células individualizadas descrita por 
Sally Temple (1989), foi estudado o efeito da adição de FGF2 em culturas de 
progenitores corticais de camundongos E10 (Qian et al., 1997). Em primeiro 
lugar, os autores descrevem um efeito mitogênico exponencial deste fator de 
crescimento, medido pela incorporação de BrdU (um análogo da timidina 
incorporado pelas células na fase S do ciclo celular) pelas células em cultivo. Em 
seguida, a composição dos clones gerados por células expostas a diferentes 
 
concentrações de FGF2 foi avaliada e o resultado está resumido no gráfico 
abaixo, onde estão representadas as frequências de clones em função da 
concentração de FGF em ng/ml: 
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Retirado de Qian et al., 1997. 
 
 Como podemos perceber, a adição de FGF2 aumenta significativamente 
a frequência de clones gliais e mistos de maneira dose dependente. Este 
mesmo efeito foi observado quando as células eram mantidas 24h em 0.1ng/ml 
de FGF2 e, em seguida, cultivadas em 0.1, 1 ou 10ng/ml, sugerindo que este 
efeito não é dependente da seleção de clones gliais. Por fim, os autores 
observaram que a adição de FGF2 não alterava o número total de células nos 
clones neuronais (que variam de 1 a 128 células!) e que as células gliais 
observadas eram, em 98% dos casos oligodendrócitos (O4+). Por outro lado, a 
adição de meio condicionado de astrócitos e células meníngeas permitiu a 
observação de astrócitos GFAP+ em mais de 90% dos clones gliais e mistos. 
 
 É importante ressaltar que no sistema de cultivo utilizado por estes 
autores apenas 1% das células proliferam nas primeiras 24h sem adição de 
FGF2. Quando este fator foi adicionado às culturas, nas diferentes 
concentrações descritas, o número de células que incorporaram BrdU no 
primeiro dia de cultivo aumentou para 8-10%. Isto significa que apenas uma 
fração de células progenitoras mantém suas propriedades proliferativas quando 
cultivadas isoladamente in vitro, visto que a ZV telencefálica em camundongos 
E10 é composta, quase exclusivamente, por células capazes de proliferar. De 
qualquer maneira, a demonstração de que esta fração de progenitores pode ter 
seu potencial alterado por diferentes concentrações de FGF2 sugere que a 
geração de neurônios e glia durante o desenvolvimento pode ser controlada por 
fatores ambientais e que estas mesmas moléculas podem interferir com o ciclo 
celular das células progenitoras, mas depende da assumpção de que os 10% de 
células que proliferam na presença de 0,1 ou 1 ng/ml de FGF2 são os mesmos. 
 Por outro lado, a existência de células progenitoras capazes de gerar 
clones neuronais de diferentes tamanhos (1 a 128 células) ou clones mistos em 
culturas de células isoladas sugere a existência de diferentes populações de 
progenitores no momento da dissociação. De acordo com esta interpretação, foi 
mostrado, através de vídeo-microscopia, que uma mesma célula progenitora é 
capaz de dividir-se assimetricamente gerando um neurônio e outra célula 
progenitora, a qual pode realizar outra divisão assimétrica, gerando outro 
neurônio e um progenitor, ou dividir-se simetricamente, gerando dois neurônios 
(Qian et al., 1998). 
 
 Em alguns casos, principalmente a partir de células derivadas do córtex 
E13, foram observados clones onde havia um predomínio de divisões simétricas, 
gerando um grande número de células com características gliais (Qian et al., 
1998). Com base nestes resultados, os autores sugeriram a existência de dois 
tipos de progenitores distintos: 1) neuroblastos restritos, que se dividem 
assimetricamente gerando neurônios e outros neuroblastos, até a “divisão 
simétrica final” e 2) glioblastos restritos, apresentando um grande número de 
divisões simétricas, responsável pela amplificação da população de progenitores 
gliais.  
 Por fim, utilizando este mesmo sistema, os autores avaliaram o 
desenvolvimento de clones mistos e observaram que, ao longo do período de 
observação, existia uma hierarquia na geração de neurônios e células gliais 
(Qian et al., 2000). Resumidamente, foi descrito que, a partir de um progenitor 
multipotente, eram gerados neuroblastos que apresentam um padrão de divisão 
celular similar aos clones descritos previamente (Qian et al., 1998). Em 
momentos mais tardios, observava-se o surgimento de glioblastos que sofriam 
uma série de divisões simétricas. 
De maneira resumida, poderíamos dizer que os diferentes resultados 
dicutidos acima sugerem a existência de progenitores multipotentes (capazes de 
originar neurônios e células macrogliais) e progenitores restritos (potencial de 
gerar apenas neurônios ou células macrogliais) no córtex embrionário. No 
entanto, não é possível determinarmos, por exemplo, de que maneira estas 
 
células pertencem a uma mesma zona germinativa ou seriam segregadas 
espacialmente na zona ventricular e subventricular do telencéfalo dorsal.  
Para responder a esta pergunta, serão necessárias metodologias 
capazes de analisar as linhagens celulares derivadas de progenitores presentes 
em diferentes regiões germinativas separadamente. Uma possibilidade, seria a 
utilização de marcadores genéticos específicos para determinada zona 
germinativa, permitindo a separação de células específicas para esta área  
Nos últimos anos, tem sido descrita a expressão de diferentes fatores de 
transcrição por progenitores telencefálicos que poderiam servir a este propósito. 
A seguir, alguns destes genes serão apresentados, assim como seus possíveis 
papéis na determinação do fenótipo neural. 
   
2.2. Genes envolvidos na especificação das células neurais: 
 
Durante o desenvolvimento, o telencéfalo de roedores é dividido em 
domínios caracterizados pela expressão de diferentes genes. Além de uma série 
de evidências demonstrando o envolvimento destes genes na especificação da 
identidade do território telencefálico em que são expressos (Schuurmans & 
Guillemot, 2002), alguns dos fatores de transcrição codificados por estes genes 
também parecem exercer um papel na determinação do potencial neurogênico 
versus potencial gliogênico dos progenitores (Bertrand et al., 2002).   
Os neurônios piramidais do córtex cerebral, por exemplo, são gerados a 
partir de progenitores na zona ventricular do telencéfalo dorsal, que expressam 
 
os fatores de transcrição Ngn1, Ngn2, Pax6, Emx1 e Emx2 (Schuurmans & 
Guillemot, 2002). 
Ngn1 e Ngn2 pertencem a família das proteínas bHLH (“basic Helix-Loop-
Helix”) e estão envolvidas na especificação de neurônios corticais 
glutamatérgicos (Schuurmans et al., 2004). Além disso, a Ngn2 apresenta um 
papel na migração radial dos neurônios gerados no telencéfalo dorsal e 
coordena a aquisição da morfologia dendrítica característica dos neurônios 
piramidais, através de um mecanismo molecular distinto daquele envolvido no 
seu papel proneuronal (Hand et al., 2005). 
Por sua vez, a proteína Pax6 (“homeodomain protein”) tem sido 
associada com a geração de neurônios a partir das células de glia radial (Heins 
et al., 2002), caracterizadas pela expressão da hGFAP (Malatesta et al., 2000). 
Além disso, a expressão deste fator transcricional em culturas de córtex 
embrionário aumenta a frequência de clones neuronais (Haubst et al., 2004), 
enquanto a sua expressão em monocamadas astrocitárias ou neurosferas 
adultas induz a geração de neurônios (B. Berninger e M. Götz, comunicação 
pessoal). 
Outros genes como emx1 e emx2 são expressos por progenitores da 
zona ventricular do telencéfalo dorsal e podem estar envolvidos na especificação 
das células geradas nesta região. No entanto, os dados experimentais até a 
presente data apenas indicam um papel destes genes na determinaçào de áreas 
corticais (Yoshida et al., 1997; Mallamaci et al., 2000), sem analisar seu efeito 
pro-neuronal ou glial. 
 
Da mesma forma, o gene do fator transcricional Tbr2 é expresso pelas 
células da zona subventricular do telencéfalo dorsal e tem sido associado ao 
potencial neurogênico dos progenitores presentes nesta região (Englund et al., 
2005). Segundo estes autores, os progenitores expressando pax6 na zona 
ventricular dorsal gerariam os progenitores intermediários (Tbr2-positivos) da 
zona subventricular e, por fim, neurônios pós-mitóticos que expressariam tbr1. 
Porém, esta possibilidade não foi abordada diretamente, sendo apenas uma 
extrapolação dos gradientes de expressão de Pax6, Tbr2 e Tbr1 no telencéfalo 
dorsal. 
Os neurônios GABAérgicos encontrados no córtex são gerados, 
predominante ou exclusivamente, no telencéfalo ventral e migram 
tangencialmente para sua posição final (para revisão; Marin & Rubenstein, 
2002). Diferentes genes como nkx2.1, dlx-1/2 e mash1 são expressos por 
progenitores desta região e parecem exercer um papel na especificação dos 
interneurônios corticais.  
O fator transcricional Mash1, como as Neurogeninas do telencéfalo 
dorsal, também pertence à família das proteínas bHLH. Camundongos knock-out 
(ko) para esta proteína apresentam uma redução significativa no número de 
neurônios corticais GABAérgicos (Casarosa et al., 1999) e a sua expressão 
ectópica por progenitores da zona ventricular dorsal é suficiente para induzir a 
expressão de Dlx-2 e gerar neurônios GABAérgicos (Fode et al., 2000). 
Já os animais ko para nkx2.1 apresentam uma redução de apenas 50% 
no número total de neurônios corticais GABAérgicos. No entanto, toda a 
 
subpopulação de interneurônios corticais que expressam parvalbumina e 
somatostatina parece estar ausente (Xu et al., 2004), indicando um papel do 
Nkx2.1 na especificação destes subtipos neuronais. 
O papel dos fatores transcricionais Dlx-1 e 2 na especificação dos 
interneurônios corticais não é claro, uma vez que outras proteínas desta família 
(Dlx5 e 6) poderiam compensar a sua perda. De fato, mutantes com dupla 
deleção de Dlx-1 e 2 apresentam defeitos na migração tangencial, mas não na 
especificação GABAérgica dos neurônios gerados no telencéfalo ventral 
(Anderson et al., 1997). Além disso, a apoptose preferencial de determinadas 
populações de interneurônios corticais nos camundongos ko para dlx-1 (Cobos 
et al., 2005) sugere que os genes desta família estejam envolvidos em etapas 
posteriores a especificação dos precursores telencefálicos para um fenótipo 
neuronal GABAérgico. 
Uma vez que a geração de neurônios e células macrogliais no córtex 
cerebral ocorre de maneira sequencial (Qian et al., 2000; Morrow et al., 2001), é 
possível que a especificação de astrócitos e oligodendrócitos dependa mais de 
sinais extracelulares e do silenciamento dos fatores proneurais nas populações 
precursoras. 
Algumas proteínas bHLH, como Olig1 e Olig2, parecem estar envolvidas 
na geração de oligodendrócitos (Tekki-Kessaris et al., 2001; Sussel et al., 2001; 
Lu et al., 2001) e, provavelmente, astrócitos corticais (Lu et al., 2001). Por outro 
lado, dados recentes indicam que o Olig2 também estaria envolvido na geração 
de interneurônios corticais (Miyoshi et al., 2005, resumo SFN). 
 
2.3. Genes e ambiente: 
 
Uma outra questão bastante controversa em relação ao desenvolvimento 
cortical está relacionada à determinação fenotípica das células neurais. 
Conceitualmente, poderíamos fazer duas perguntas básicas: 1) a expressão de 
deteminados genes por um progenitor define o seu potencial, o qual permanece 
imutável se esta célula é colocada em outro ambiente? ou 2) os fatores 
ambientais são fundamentais para a determinação do potencial de um progenitor 
e a alteração destes fatores é capaz de alterar este potencial? Na prática, 
ambos os mecanismos parecem estar relacionados intimamente, determinando, 
em conjunto, o potencial das células progenitoras em diferentes regiões 
telencefálicas. Por outro lado, também existem indícios de que, para 
determinadas populações celulares sob certas influências, os fatores intrínsecos 
ou alterações ambientais podem ser decisivos à sua determinação fenotípica. 
Uma maneira de testar a influência daquelas variáveis in situ seria 
transplantar progenitores de uma determinada região para outra e observar seus 
comportamentos. Neste sentido, experimentos foram realizados com roedores 
de diferentes idades embrionárias, nos quais células de determinadas regiões do 
telencéfalo foram transplantadas iso- ou heterocronicamente, ora no ventrículo 
lateral, ora diretamente no parênquima. A seguir, discutiremos alguns dos 
resultados obtidos.   
O transplante de células da zona ventricular da eminência ganglionar 
lateral (EGL) de camundongos E15 marcadas com PKH-26-GL, para o ventrículo 
 
lateral de ratos E16,5-E17,5, mostrou que estas células poderiam incorporar-se 
tanto ao corpo estriado quanto ao córtex cerebral (Fishell, 1995). Neste caso, o 
termo “incorporação” refere-se à capacidade de uma célula povoar determinada 
região, uma vez que a análise foi feita 15 dias após o transplante. Portanto, não 
podemos excluir a possibilidade das células se integrarem homotopicamente e 
migrarem para o córtex.  
Através da análise morfológica das células transplantadas, o autor sugere 
que as células da EGL, quando “incorporadas” ao telencéfalo dorsal, respondem 
a sinais ambientais presentes nesta região e podem originar neurônios 
piramidais, indicando que “precursores estriatais” teriam seu potencial alterado 
(Fishell, 1995). A esta altura, precisaríamos considerar alguns pontos: 1) Não foi 
mostrado que as células transplantadas invadem a zona ventricular do 
telencéfalo dorsal in situ; 2) Células geradas na eminência ganglionar medial 
migram para o córtex através da EGL, de modo que as células observadas no 
córtex poderiam ser interneurônios corticais (Wichterle et al., 2001) e 3) A 
marcação com PKH-26-GL não permitiu uma visualização adequada da 
morfologia celular. Portanto, apesar de provocativa a hipótese de que 
progenitores derivados da EGL pudessem gerar neurônios corticais excitatórios 
quando expostos aos sinais presentes na ZV do telencéfalo dorsal, os dados 
extraídos deste trabalho não foram muito convincentes. 
Em concordância com os resultados discutidos acima, Oliver Brüstle 
mostrou que células derivadas do córtex, EGM ou EGL de camundongos E14 e 
transplantadas no ventrículo lateral de ratos em diferentes idades embrionárias 
 
(E16-E18) originariam e/ou se diferenciariam em neurônios e células gliais em 
regiões cerebrais distintas (Brüstle et al., 1995). Novamente, como a análise da 
incorporação foi feita em períodos pós-natais, não poderíamos excluir a 
possibilidade das células derivadas do telencéfalo ventral, por exemplo, 
integrarem-se homotipicamente e migrarem para o córtex tangencialmente 
(Marín & Rubenstein, 2001). 
Alguns dados sugerem que as células da EGL incorporam-se, 
preferencialmente, ao estriado, enquanto as células da EGM integram-se, 
principalmente, ao septo, prosencéfalo basal e hipotálamo (Campbell et al., 
1995). Novamente, não ficou claro se as células transplantadas invadiriam 
pontualmente determinadas regiões do telencéfalo ou se alojariam de maneira 
difusa por diversas regiões do telencéfalo, sobrevivendo no entanto, em apenas 
algumas destas regiões. 
De maneira geral, poderíamos supor que as células transplantadas nos 
ventrículos laterais precisariam reconhecer sinais extracelulares que permitiriam 
suas incorporações em uma ou mais regiões. Naturalmente, a análise dos 
cérebros recipientes em momentos tardios, após os transplantes, não nos 
permite avaliar este fenômeno. Por outro lado, o fato de uma célula invadir 
determinada região telencefálica não é garantia de que esta célula irá sobreviver 
e integrar-se à circuitaria local e, tampouco, que esta célula adotará um 
determinado fenótipo.  
Em relação à capacidade de uma célula reconhecer determinados sinais 
nas zonas ventriculares telencefálicas, existem algumas evidências de que o 
 
tratamento das células com tripsina reduz a especificidade com que as células 
da EGL invadem o parênquima (Olsson et al., 1998). Entre outras coisas, é 
sugerido neste trabalho que o tratamento com tripsina aumentaria o número de 
células da EGL capazes de invadir o telencéfalo dorsal 24 a 48h após os 
transplantes, enquanto esta invasão seria, preferencialmente, no telencéfalo 
ventral após a simples dissociação mecânica. 
Defendendo a idéia de que existe um comprometimento das populações 
progenitoras com um determinado fenótipo, um trabalho recente descreve a 
incorporação de células derivadas do telencéfalo dorsal de camundongos E12 
após transplante no ventrículo lateral de ratos E16 (Carletti et al., 2004). De 
acordo com estes autores, as células transplantadas integram-se em diferentes 
regiões telencefálicas e não-telencefálicas, porém adquirem fenótipos distintos 
nestas áreas (resumidamente, diferenciariam-se em neurônios no telencéfalo e 
células gliais nas demais regiões). Interessantemente, são descritas células com 
propriedades de interneurônios no córtex cerebral, sugerindo que um precursor 
do telencéfalo dorsal poderia originar estas células. Uma vez que não parece 
existir geração de interneurônios no telencéfalo dorsal de roedores, seria 
tentador especular que isto se torna possível quando as células transplantadas 
são expostas a sinais ambientais ao invadir o telencéfalo ventral. 
Como podemos notar, a combinação de fatores extrínsecos e intrínsecos 
parece responder à indução de determinados fenótipos, dependendo da 
população celular analisada, idade embrionária e outros fatores que serão 
discutidos a seguir. Não obstante, esses fatores também agem de maneira 
 
complementar na especificação de subtipos celulares dentro de uma mesma 
população progenitora. 
Estudando a laminação cortical de furões, foi demonstrado que as células 
transplantadas para o ventrículo lateral ou, diretamente, na zona ventricular do 
telencéfalo dorsal migravam para a camada cortical que estaria sendo gerada no 
momento da obtenção das células, mesmo quando os transplantes eram feitos 
em períodos mais tardios (McConnell, 1989). No entanto, algumas células 
migravam para a camada que estava sendo gerada no momento do transplante, 
o que dependia da fase do ciclo celular em que as células se encontravam no 
momento de seu isolamento (McConnell & Kaznowsky, 1991). Esses dados 
sugerem que as células progenitoras poderiam apresentar diferentes 
capacidades de responder a sinais ambientais, dependendo da fase do ciclo 
celular em que se encontrassem. Desta forma, células que estavam na fase S 
do ciclo celular em E29 (período de geração de neurônios da camada 6) 
migravam para a camada 2/3 quando transplantadas em P0 (quando estão 
sendo gerados neurônios destas camadas). Por outro lado, células extraídas 4h 
após a fase S, quando seus materiais genéticos ainda eram tetraplóides, 
migravam para a camada 6 (McConnell & Kaznowsky, 1991), sugerindo que a 
especificação laminar era adquirida logo após a duplicação do DNA e antes da 
divisão mitótica.  
A resposta de células progenitoras do telencéfalo dorsal a sinais 
ambientais parece diminuir ao longo do desenvolvimento, de modo que 
progenitores isolados em períodos mais tardios da corticogênese aparentemente 
 
falham em gerar neurônios destinados às camadas mais profundas do córtex, 
mesmo se transplantados durante a formação destas camadas (Frantz & 
McConnell, 1996; Desai & McConnell, 2000). Estes dados sugerem que, no 
início da corticogênese, os progenitores possuiriam capacidade de gerar 
neurônios de diferentes camadas se expostos ao ambiente adequado, mas, 
após o estabelecimento de uma ou mais camadas, os progenitores restantes 
não conseguiriam gerar neurônios destas camadas.  
Analisados em conjunto, os dados discutidos acima indicam que existe 
um balanço entre a ação de fatores extrínsecos e intrínsecos na determinação 
dos fenótipos celulares. No entanto, algumas perguntas ainda não podem ser 
respondidas de maneira definitiva: 1) Os progenitores presentes em uma 
determinada região telencefálica podem adquirir potencial fenotípico de outra? 2) 
Células do telencéfalo ventral podem invadir outras regiões telencefálicas após o 
transplante ou a sua dispersão cortical é apenas produzida por migração 
tangencial? 3) A região através da qual uma célula penetra após os transplantes 
interfere com o potencial e/ou comportamento desta célula? Para respondermos 
a estas perguntas seria necessário definir precisamente o potencial dos 
progenitores de cada uma das áreas avaliadas; analisar, após curtos intervalos 
de tempo, a incorporação das células transplantadas no tecido hospedeiro; 
observar o comportamento migratório das células de diferentes origens em 
posições ectópicas; correlacionar integração, migração e origem com o fenótipo 
final apresentado pelas células. 
 
 
3. Migração celular durante o desenvolvimento cortical: 
 
Como foi discutido anteriormente, as células neuronais e macrogliais que 
formam o córtex cerebral são geradas a partir de diferentes progenitores 
situados nas zonas germinativas do telencéfalo dorsal e ventral. A partir deste 
ponto, movimentos migratórios finamente orquestrados são responsáveis pelo 
posicionamento adequado das células nas lâminas corticais. 
Em função da orientação, dois tipos de migração celular são identificáveis 
no prosencéfalo: a migração radial, em que células migram da zona progenitora 
no sentido da superfície cerebral, seguindo a disposição radial do tubo neural; e 
a migração tangencial, em que células migram ortogonais à orientação da 
migração radial.  
Um grande número de evidências dá suporte à hipótese de que os 
neurônios piramidais do córtex cerebral são gerados exclusivamente na zona 
ventricular do telencéfalo dorsal e migram radialmente, associados ou não aos 
prolongamentos de glia radial, para atingir suas posições nas camadas corticais 
em desenvolvimento (Marin & Rubenstein, 2003). Além disso, as células gliais 
geradas na zona subventricular pós-natal, possivelmente invadem a placa 
cortical através de migração radial (Marshall et al., 2003). 
Por outro lado, a maior parte, senão a totalidade, dos interneurônios 
corticais é originada na eminência ganglionar e atinge seu destino através de 
migração tangencial (Marin & Rubenstein, 2001). Não obstante, algumas 
evidências sugerem que parte dos oligodendrócitos corticais também são 
 
gerados no telencéfalo ventral e seguem a  rota migratória supracitada (Nery et 
al., 2001; Tekki-Kessaris et al., 2001). 
 
3.1. Migração neuronal: 
 
3.1.1. Migração radial: 
 
Estudos audioradiográficos demonstraram que a migração radial no 
telencéfalo dorsal ocorre em “ondas migratórias”, onde os primeiros neurônios 
gerados estabelecem uma camada subpial de células denominada pré-placa.   
Em seguida, uma segunda onda de células divide a pré-placa em zona marginal 
e, mais profundamente, subplaca, formando a placa cortical entre estas duas 
camadas. As ondas de neurônios subseqüentes migram através de uma região 
pobre em células que divide a zona ventricular da placa cortical, denominada 
zona intermediária, cruzam as células previamente estabelecidas na placa 
cortical e, finalmente, estacionam na região imediatamente abaixo da zona 
marginal, estabelecendo uma nova camada de células na placa cortical que, 
apesar de sua geração mais tardia, situar-se-á em uma região mais superficial 
do córtex (Angevine & Sidman, 1961; Rakic, 1972). Esta forma de organização 
cortical é conhecida como “inside-out” (“de dentro para fora”). 
Basicamente, dois tipos de migração radial são observados no córtex 
cerebral em desenvolvimento – locomoção e translocação.  No primeiro tipo, os 
neurônios migram associados a fibras de glia radial e tanto seus corpos 
 
celulares quanto os prolongamentos-líderes movem-se em velocidades muito 
semelhantes, de modo que seu tamanho é, praticamente, mantido constante 
(Rakic, 1971a; 1971b; 1972; Edmonson & Hatten, 1987). Já no segundo tipo de 
migração, os neurônios propelem seus corpos celulares no sentido de seus 
prolongamentos líderes, previamente estabelecidos e conectados a superfície 
pial e zona marginal, provocando um encurtamento das células neuronais (Brittis 
et al., 1995).  
Evidências recentes sugerem que estes diferentes modos de migração 
radial são importantes em momentos distintos da corticogênese. Precocemente, 
coincidindo com a divisão da pré-placa, os neurônios migrariam, 
predominantemente, por translocação. Posteriormente, durante o 
estabelecimento laminar do córtex, predominaria a locomoção, onde os 
neurônios migratórios estariam associados a fibras de glia radial, apresentando 
um curto período de translocação no topo da PC (Nadarajah et al., 2001). No 
entanto, não podemos excluir a possibilidade de que ambos os tipos de 
migração estejam presentes ao longo de toda a corticogênese e atuem em 
conjunto no posicionamento neuronal. 
 Os neurônios migratórios no córtex cerebral em desenvolvimento devem 
cessar seu movimento e se estabelecerem na camada adequada. Como foi 
discutido anteriormente, a distribuição laminar destes neurônios segue um 
padrão dito “inside-out” (Angevine & Sidman, 1961; Rakic, 1974), que parece 
mais relacionado à sequência do ciclo celular na zona ventricular do que ao 
período embrionário (Takahashi et al., 1999) Porém, os fatores que controlam o 
 
posicionamento dos neurônios na camada cortical apropriada são pouco 
conhecidos. 
 A interação entre os neurônios migratórios e as células de Cajal-Retzius 
(CR) parece ser fundamental para este processo, uma vez que a migração 
celular cessa imediatamente abaixo da zona marginal, onde as células de CR 
expressam relina, uma glicoproteína secretada e associada a matriz extracelular, 
cuja mutação provoca distúrbos na laminação cortical (D’Arcangelo et al., 1995; 
Ogawa et al., 1995). No entanto, alguns neurônios são posicionados 
corretamente no córtex de camundongos reeler (animais que não expressam o 
gene da relina), sugerindo que o posicionamento normal pode ocorrer na 
ausência de Relina e que a inversão laminar observada nestes animais pode 
estar relacionada a outras alterações (Caviness, 1982). 
 O mecanismo de ação da Relina depende de sua ligação aos receptores 
VLDLR, ApoER2, integrina expressos nas células corticais migratórias 
(D’Arcangelo et al., 1999; Hiesberger et al., 1999; Dulabon et al.., 2000). A 
ligação da Relina a um dos seus receptores ativa uma tirosina quinase 
responsável pela fosforilação da proteína DAB1 que resulta na internalização do 
complexo envolvendo VLDLR, ApoER2 e integrina (Rice et al., 1998; Howell et 
al., 1999, 2000; Dulabon et al., 2000; Schmid et al., 2004; 2005). O fenótipo 
semelhante ao dos camundongos reeler observado nos animais mutantes para 
Vldlr, Apoer2 (Trommsdorff et al., 1999) e Dab1 (Howell et al., 1997) sugere que 
Relina, VLDRL, ApoER2 e DAB1 estariam envolvidos na mesma cascata de 
 
sinalização responsável pelo posicionamento correto dos neurônios durante a 
migração radial. 
 Diferentes hipóteses foram aventadas para explicar a ação da Relina 
sobre a laminação cortical. Uma delas é a de que esta molécula agiria como um 
sinal de parada aos neurônios migrando radialmente. Esta idéia é corroborada 
pela redução da taxa de migração radial de neurônios expostos a Relina in vitro 
(Dulabon et al., 2000), mas não explica porque as células migratórias param 
antes da pré-placa nos camundongos reeler, tampouco justifica o fato da 
expressão ectópica de Relina na zona ventricular não impedir a migração 
neuronal (Magdaleno et al., 2002). Além disso, em fatias organotípicas, foi 
mostrado que neurônios migratórios são capazes de atravessar um território rico 
em Relina na ZM e migrar radialmente para fora destas fatias, associados a 
fibras de glia radial que, aparentemente, estendem-se a partir desta camada 
(Hedin-Pereira et al., 2000). 
 A segunda hipótese é que a Relina promova o desligamento dos 
neurônios migratórios da glia radial. Desta forma, a ausência de Relina 
produziria uma barreira física aos neurônios migratórios. Esta barreira seria 
produzida pelas primeiras células a migrarem radialmente e que permaneceriam 
associadas às fibras de glia radial. No entanto, esta explicação só é válida se 
pudermos provar que todas as fibras de glia radial no córtex em 
desenvolvimento dão suporte à migração de neurônios para as diferentes 
camadas corticais. 
 
Uma terceira interpretação para a atuação da Relina na migração radial é 
que esta molécula regularia a identidade e função da glia radial. Portanto, os 
defeitos de migração observados na ausência de sinalização por Relina seriam 
secundários às alterações na matriz de glia radial (Super et al., 2000). Esta 
hipótese tem sido corroborada com a demonstração de que células de glia radial 
expressariam ApoER2, VLDRL e DAB1 (Luque et al., 2003), e que a sinalização 
por Relina afetaria a morfologia e a maturação bioquímica destas células 
(Hartfuss et al., 2003).  
Recentemente, foi demonstrado que a supressão da expressão de Dab-1 
utilizando RNA de interferência provoca defeitos na migração dos neurônios 
supragranulares, provavelmente através de distúrbios na dendritogênese e a 
redução do contato destes com a zona marginal, fonte de Relina (Olson et al., 
2006). 
 Uma segunda cascata de sinalização, envolvendo a quinase ciclina-
dependente 5 (Cdk5) e suas subunidades ativadoras, p35 e p39, também 
participa no posicionamento neuronal durante o desenvolvimento do córtex. 
Camundongos deficientes em Cdk5, p35 ou ambas p35 e p39 apresentam 
defeitos na laminação cortical (Chae et al., 1997; Gilmore et al., 1998; Ko et al., 
2001). Ao contrário dos camundongos reeler, a pré-placa é dividida nestes 
animais, mas o padrão de laminação é alterado da mesma forma que no reeler, 
sugerindo que a cascata da Relina e do p35/Cdk5 devem apresentar funções 
diferentes durante o desenvolvimento cortical (Gupta et al., 2003). 
 
 Recentemente, foi descrita a expressão de um antígeno de superfície nas 
células de glia radial, distribuído predominantemente no estrato superior da 
placa cortical, onde os neurônios cessam seu movimento migratório. Esta 
molécula, denominada “SPARC (Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine)- 
like 1”,  parece exercer uma função anti-adesiva, promovendo o desacoplamento 
das células migratórias das fibras de glia radial e promovendo o posicionamento 
correto destas células no córtex cerebral em desenvolvimento (Gongidi et al., 
2004). 
  
3.1.2. Migração tangencial: 
 
O movimento migratório dos neurônios, observado durante o 
desenvolvimento cortical, orientado perpendicularmente ao radial, recebe a 
denominação de migração tangencial. Os neurônios que seguem este 
movimento parecem utilizar diferentes estratégias para sua migração, como será 
discutido a seguir. No entanto, uma característica comum a este tipo de 
migração é a quebra de fronteiras regionais entre diferentes subdivisões do 
prosencéfalo. 
Apesar da demonstração antiga de células migrando tangencialmente no 
córtex em desenvolvimento (Shoukimas & Hinds, 1978; Price & Thurlow, 1988; 
Walsh & Cepko, 1988), apenas em 1989, Van Eden e colaboradores, a partir da 
morfologia e a distribuição dos neurônios gabaérgicos no córtex cerebral de 
 
ratos, sugeriram que estas células em migração tangencial na zona marginal, 
intermediária e sub-placa constituiriam uma população celular distinta.  
Adicionalmente, estudos com marcadores de proliferação celular 
mostraram que as células gabaérgicas geradas em determinado período 
apresentavam uma posição progressivamente mais medial na zona 
intermediária conforme o tempo após o qual a sua geração transcorria (DeDiego 
et al., 1994), sugerindo um gradiente de dispersão látero-medial destas células, 
perpendicular a orientação dos prolongamentos de glia radial. 
No entanto, as primeiras evidências diretas de que os interneurônios 
gabaérgicos do córtex cerebral seriam originados no subpallium e migrariam 
tangencialmente em direção ao córtex cerebral em desenvolvimento foram 
obtidas na última década (DeCarlos, 1996; Anderson, 1997; Tamamaki, 1997; 
Wichterle, 1999; Lavdas, 1999; Sussel, 1999; Corbin, 2001; Letinic, 2002). 
Basicamente, três abordagens experimentais foram utilizadas a fim de 
determinar a origem dos interneurônios corticais gabaérgicos: (1) marcação das 
células no telencéfalo ventral com cristais de DiI ou DiA; (2) transplante de 
células do telencéfalo ventral de animais produtores de proteínas repórteres 
(GFP, β-galactosidase, etc) em fatias do telencéfalo embrionário ou intra-útero; 
(3) análise de animais transgênicos com defeitos na expressão de genes 
envolvidos na regionalização do telencéfalo ou na migração das células geradas 
no subpallium (revisto em Marin & Rubenstein, 2001). A seguir, discutiremos 
alguns destes resultados em ordem cronológica. 
 
De Carlos e colaboradores (1996) foram os primeiros a demonstrar que 
células da EGL marcadas com DiI ou DiA entre o 12o e 14o dia embrionário 
(E12-E14) cruzavam   a borda córtico-estriatal e invadiam a pré-placa e a placa 
cortical em formação.  Em seguida, Anderson e colaboradores (1997) separaram 
o neocórtex do telencéfalo ventral durante o desenvolvimento e observaram uma 
drástica redução no número de neurônios gabaérgicos no neocórtex. Não 
obstante, eles demostraram que a ausência dos genes dlx-1 e dlx-2 também 
reduzia o número de células gabaérgicas migrando para o neocórtex.  Estes 
resultados sugeriram uma origem subcortical – a EGL - para os neurônios 
corticais gabaérgicos e a dependência dos mesmos da expressão dos genes 
dlx-1 e dlx-2 para sua dispersão ventro-dorsal. 
Evidências sugerindo que a EGM seria a origem dos neurônios 
gabaérgicos que dispersam tangencialmente para o neocórtex não tardaram. Em 
1999, Lavdas e colaboradores marcaram células daquela região com DiI e 
mostraram sua migração tangencial através da zona marginal e sub-placa. Estas 
células migratórias expressavam Lhx6, um marcador característico da EGM, 
corroborando os achados com DiI. Neste mesmo ano já havia sido demonstrada 
a capacidade de células da EGM migrarem tangencialmente para o córtex 
quando transplantadas no estriado de fatias do cérebro em desenvolvimento 
(Wichterle et al., 1999).  
Além disso, camundongos mutantes para o gene nkx2.1, um gene 
homeobox expresso na porção medial do telencéfalo ventral, apresentaram uma 
redução dos neurônios expressando GABA, Dlx2 e calbindina que migravam 
 
para o estriado e córtex, reforçando os achados citados anteriormente (Sussel et 
al., 1999). 
Camundongos ko para o gene mash1 também apresentam, além de 
outros defeitos, uma redução no número de interneurônios corticais, o que pode 
ser evidenciado pela redução de células imunorreativas ao GABA, Dlx-1 e 
GAD67 na zona intermediária e marginal (Casarosa et al., 1999), sugerindo que 
este gene desempenhe um papel na geração ou migração destas células. Uma 
vez que a ausência deste gene produz defeitos mais pronunciados na EGM, 
podemos especular que os neurônios gabaérgicos que não atingem o neocórtex 
daqueles mutantes seriam gerados nesta região do subpallium. 
Por outro lado, camundongos ko para o gene pax-6 (envolvido na 
regionalização do telencéfalo dorsal) apresentam um aumento no número de 
células migrando tangencialmente do telencéfalo ventral para o neocórtex 
(Chapouton et al., 1999), sugerindo que o gene pax6 tenha um efeito oposto ao 
gene nkx2.1, determinando um “caráter dorsal” aos precursores da zona 
ventricular do telencéfalo dorsal. 
Através de transplantes intra-útero de precursores da EGM e EGL foi 
possível determinar o fenótipo das células geradas nestas regiões e suas rotas 
migratórias in situ. Este paradigma revelou que células geradas na EGL 
originavam neurônios de projeção do corpo estriado, núcleo acumbente 
tubérculo olfatório, além de células granulares e periglomerulares no bulbo 
olfatório. Por outro lado, a EGM seria o maior sítio de origem dos interneurônios 
corticais (Wichterle et al., 2001). A não observação de interneurônios corticais 
 
com origem na EGL deve-se, provavelmente, ao período em que foram 
realizados os transplantes (E13,5), uma vez que a migração tangencial de 
neurônios gabaérgicos gerados na EGL para o neocórtex parece ocorrer em 
períodos tardios da corticogênese (Anderson et al., 2001). 
Jiménez e colaboradores (2002), através de diferentes paradigmas, 
estudaram o desenvolvimento de neurônios a partir das eminências 
ganglionares em diferentes idades e sugeriram que a EGL daria origem a células 
que migram tangencialmente em períodos iniciais da corticogênese. No entanto, 
o uso de cristais de DiI na EGL poderia permitir a coloração de células 
provenientes da EGM, produzindo um artefato de técnica em seus resultados.  
A análise da expressão de diferentes proteínas em neurônios gabaérgicos 
sugere a existência de diferentes subpopulações de interneurônios corticais 
gerados em diferentes subdivisões das eminências ganglionares (Anderson et 
al., 2001). Uma vez que defeitos no desenvolvimento de um determinado tipo de 
interneurônio cortical podem estar relacionados a certos distúrbios psiquiátricos 
e neurológicos, como esquizofrenia e epilepsia (Xu et al., 2003; Cobos et al., 
2005), a identificação dos mecanismos relacionados com a diversidade de 
neurônios gabaérgicos torna-se fundamental para o entendimento do 
funcionamento normal do cérebro. 
 O primeiro artigo a abordar esta hipótese sistematicamente foi publicado 
pelo grupo de Stewart A. Anderson (Xu et al., 2004).  Através do transplante de 
células GFP-positivas obtidas das diferentes zonas proliferativas do telencéfalo 
ventral sobre fatias do córtex de animais neonatos, é sugerido que: (1) o 
 
subgrupo de interneurônios que expressam parvalbumina e somatostatina é 
originado, principalmente, na EGM; (2) interneurônios calretinina-positivos são 
originados, fundamentalmente, na eminência ganglionar caudal (EGC); (3) 
diferentes subpopulações de neurônios gabaérgicos são geradas em períodos 
distintos da corticogênese; (4) camundongos mutantes para Nkx2.1 
desenvolvem a EGC normalmente, ao contrário da EGM, e apresentam 
diminuição no número de interneurônios parvalbumina- e somatostatina-
positivos, mas não no número de calretinina-positivos. 
 Nestes experimentos, os transplantes da EGL deram origem a neurônios 
gabaérgicos que também expressavam DARPP32, um marcador de neurônios 
estriatais de projeção, corroborando os achados de Wichterle (1999 e 2001) e 
Anderson (2001) de que a EGM seria o sítio primário de origem dos 
interneurônios corticais. 
Utilizando esta mesma técnica, foi demonstrado que os interneurônios 
gerados na eminência ganglionar medial ou caudal apresentam não apenas 
diferenças na expressão de proteínas ligadoras de cálcio e neuropeptídeo Y, 
mas também distinguem-se morfologica- e eletrofisiologicamente (Butt et al., 
2005). 
 Em resumo, podemos dizer que: (1) existem evidências substanciais de 
que a grande maioria, se não a totalidade, dos interneurônios corticais é gerada 
no telencéfalo ventral; (2) a EGM parece ser o principal sítio de origem destes 
interneurônios, embora alguns experimentos sugiram uma origem na EGL; (3) a 
EGC também contribui com a geração de interneurônios corticais; (4) existem 
 
diferentes subpopulações de neurônios gabaérgicos que são gerados em 
regiões distintas do telencéfalo ventral em períodos diferentes da corticogênese; 
(5) mutações de deleção em genes relacionados com a regionalização do 
telencéfalo (ventral x dorsal) alteram a proporção de interneurônios gabaérgicos, 
inclusive em níveis de subpopulação; (6) mash1 e dlx1/2, genes cujas 
expressões são alteradas nos mutantes para nkx2.1 e gsh2, respectivamente, 
são importantes para a geração de interneurônios corticais. 
  
3.2. Migração de oligodendrócitos e astrócitos: 
 
 Estudos recentes têm demonstrado que os oligodendrócitos corticais 
apresentam, pelo menos, três regiões de origem: a eminência ganglionar medial, 
a lateral e o telencéfalo dorsal (Kessaris et al., 2006). Aqueles gerados no 
telencéfalo ventral migrariam tangencialmente para o córtex cerebral durante o 
final do período embrionário (Tekki-Kessaris et al., 2001; Kessaris et al., 2006; 
Nery et al., 2001), enquanto os gerados na zona subventricular pós-natal 
invadiriam o córtex através de migração radial (Kessaris et al., 2006; Tue et al., 
2006; Marshall et al., 2002; Levison & Goldman, 1997). 
 Devemos ressaltar que estes movimentos migratórios foram inferidos 
através da análise da dispersão de precursores gliais durante a corticogênese 
(Tekki-Kessaris et al., 2001; Nery et al., 2001) e de experimentos em que 
precursores na zona subventricular pós-natal foram infectados com retrovírus 
(Levison & Goldman, 1993; 1997; Marshall et al., 2002). No entanto, a 
 
observação direta destes fluxos migratórios, até onde sabemos, ainda não foi 
relatada; é bastante provável que movimentos radiais e tangenciais estejam 
envolvidos no posicionamento de uma mesma população glial ao longo do 
desenvolvimento.  
Acredita-se que o desenvolvimento dos astrócitos corticais depende, 
fundamentalmente, da transformação das células de glia radial iniciada no 
período peri-natal (Schmechel & Rakic, 1979; Voigt, 1989; Takahashi, 1992; 
Alves et al., 2001; deAzevedo et al., 2003). Em roedores, uma parte dos 
astrócitos corticais também parece ser gerada na zona subventricular pós-natal 
(Levison & Goldman, 1993; 1997;Marshall et al., 2002) e, possivelmente, 
invadem as lâminas corticais através de movimentos migratórios. 
Como podemos observar, os dados sobre o desenvolvimento das células 
macrogliais do córtex cerebral são escassos. Apesar de tanto oligodendrócitos 
quanto astrócitos apresentarem grande heterogeneidade, sobretudo associada à 
suas localizações no cérebro adulto, ainda não se sabe o quanto esta 
heterogeneidade representaria subpopulações de origens espaço-temporais 
distintas ou se derivariam de preogenitores específicos regionais. 
 
 4. Composição celular da zona marginal ao longo da corticogênese: 
 
Diferentes tipos neuronais estão presentes na zona marginal durante o 
desenvolvimento. Em ratos, Gundela Meyer e colaboradores (Meyer et al., 1998) 
descreveram duas grandes classes de neurônios presentes nos estratos 
 
superiores do córtex em desenvolvimento (pré-placa e zona marginal), com 
diferentes sítios de origem, morfologias e períodos de sobrevivência. Estas duas 
classes de neurônios apresentam características bioquímicas diversas, 
indicando uma grande heterogeneidade entre as células de cada sub-população.   
Segundo estes autores, as primeiras células a ocuparem a pré-placa 
seriam os neurônios pioneiros. Estes, são gerados entre E10 e E11, sendo 
encontrados, em maior número, no aspecto lateral da vesícula telencefálica, na 
sua porção rostral, em E11,5. Algumas poucas células ocupam as regiões 
caudais do telencéfalo, enquanto a sua porção medial parece desprovida destes 
neurônios. Bioquimicamente, estas células foram caracterizadas pela expressão 
de Calbindina (CB) e Calretinina (CR), não apresentando imunorreatividade para 
Relina ou GABA. Ao redor de E13/E14, nota-se a formação de um plexo axonal 
horizontal a partir dos neurônios pioneiros, com colaterais atingindo a Zona 
Ventricular, os quais não são visíveis após E14.  O plexo, descrito acima, sob a 
zona marginal parece estender-se caudalmente, formando os primeiros 
componentes da cápsula interna. Após a divisão da pré-placa, dois tipos de 
neurônios pioneiros são observados na zona marginal: o primeiro situado na 
região média, com morfologia horizontal; e um segundo tipo, localizado na parte 
mais profunda da zona marginal, com morfologia piramidal, apresentando 
dendritos em contato com a superfície pial e axônios descendentes cruzando a 
placa cortical e atingindo a subplaca. Nesta camada, estes axônios, juntamente 
com os axônios gerados na subplaca (De Carlos & O’Leary, 1992), parecem 
formar primeira via eferente do córtex cerebral em desenvolvimento. Estas 
 
células mantêm suas morfologias até o final da gestação, apesar da 
imunorreatividade para CB e CR estar reduzida. Finalmente, não são mais 
visíveis no período pós-natal. 
A partir de E12, uma segunda população, formada por pequenos 
neurônios que expressam GABA, GAD, Relina, CB e CR em diferentes 
combinações, apareceria na superfície do córtex, imediatamente acima dos 
neurônios pioneiros e abaixo da pia máter. Estas células formariam a camada 
granular subpial (CGS) em roedores, homóloga à descrita originalmente em 
primatas (Meyer et al., 1999). Os neurônios da CGS em ratos seriam gerados 
entre E10 e E13, segundo estes autores, na área retrobulbar, de onde migrariam 
tangencialmente para ocupar a zona marginal.  
Ainda de acordo com Meyer e colaboradores, a expressão de GABA na 
zona marginal apresentaria um gradiente látero-medial dependente da idade 
embrionária. Desta forma, em E14, observou-se células GABA-positivas 
identificadas morfologicamente com neurônios da CGS, no aspecto lateral do 
telencéfalo. Em E16, estas células estavam presentes no telencéfalo dorsal, 
sugerindo que 1) estas células estariam migrando tangencialmente através da 
zona marginal ou 2) a expressão de GABA pelos neurônios na CGS não seria  
homogênea.  
Entre E18 e os primeiros dias pós-natais, poucas células GABAérgicas 
são visíveis na zona marginal, sugerindo que estas células: 1) estejam migrando 
para a placa cortical; 2) possam regular negativamente a produção de GABA; 3) 
estejam entrando em apoptose. Apesar de experimentos recentes corroborarem 
 
a primeira hipótese (Nadarajah et al., 2002; Ang et al.., 2003), a segunda não 
pode ser inteiramente descartada. Por fim, em P7, neurônios GAD-positivos 
foram encontrados na camada 1, o que poderia ser interpretado como uma 
população gerada tardiamente (Meyer et al., 1999). 
Por fim, estes autores sugerem que as células de Cajal-Retzius não estão 
presentes na zona marginal dos ratos durante o desenvolvimento, uma vez que 
nenhum tipo neuronal descrito acima apresenta as características descritas para 
aquelas células em primatas. Portanto, as células de Cajal-Retzius teriam que 
ser geradas no período pós-natal ou se diferenciarem a partir dos neurônios da 
CGS, uma vez que os neurônios pioneiros não estão mais presentes após o 
nascimento. 
O termo “célula de Cajal-Retzius” foi inicialmente aplicado para um grupo 
de neurônios que ocupam a zona marginal embrionária em humanos, 
apresentam um prolongamento radial ascendente, em contato com a superfície 
pial, e um plexo axonal localizado na região mais profunda da zona marginal.  
Estas células foram descritas por Retzius e Cajal, através do método de Golgi, 
no final do século XIX, em cérebros obtidos em diferentes períodos gestacionais. 
Originalmente, os neurônios desenhados por estes dois cientistas já 
apresentavam morfologias bastante distintas, o que poderia estar relacionado 
com os diferentes períodos gestacionais do material, variações do método de 
Golgi ou diferentes técnicas de desenho e magnificação (revisto por Marin-
Padilla, 1998).  
 
Apesar de haver um consenso de que elementos homólogos às células 
de Cajal-Retzius estão presentes na zona marginal de mamíferos não-primatas, 
onde apresentariam uma morfologia muito mais simples do que a descrita em 
humanos, as características fenotípicas destas células ainda são motivo de 
controvérsias e a maioria das publicações sobre o assunto é pouco criteriosa 
quanto ao uso do termo “células de Cajal-Retzius”, o que torna muito difícil a 
comparação entre os resultados descritos nestes estudos. 
Um dos principais critérios utilizados para a definição das células de 
Cajal-Retzius tem sido a expressão de Relina (Ogawa et al., 1995). Seguindo 
este critério, poderíamos atribuir quatro sítios de geração para estas células: 
pallium (Hevner et al., 2003); cortical hem (Takiiguchi-Hayashi et al., 2004); 
sulco córtico-estriatal (Bielle et al., 2005) e telencéfalo ventral (Jiménez et al., 
2003). 
A maneira pela qual estas diferentes populações de células produtoras de 
Relina estariam envolvidas na laminação cortical ainda não foi definida. 
Recentemente, demonstrou-se que o cortical hem é a principal fonte de células 
produtoras de relina na zona marginal, mas que a ablação genética dos seus 
precursores não provoca os defeitos de laminação encontrados nos 
camundongos reeler (Yoshida et al., 2006), sugerindo que outras fontes de 
Relina teriam efeito compensador. 
Além das diferentes populações neuronais encontradas na zona marginal, 
outras populações celulares, como precursores oligodendrocitários, também são 
encontradas nesta região em momentos intermediários da corticogênese (Tekki-
 
Kessaris et al., 2001; Nery et al., 2001; este trabalho). Além disso, dados prévios 
do nosso laboratório indicam que células da zona marginal apresentam 
capacidade proliferativa em momentos tardios da corticogênese em fatias e 
explantes (deMoraes, 2003, Dissertação de Mestrado). 
Curiosamente, explantes da zona marginal de hamsters E15, estendem 
longos processos radiais imunorreativos para GFAP, indicando que a zona 
marginal poderia abrigar uma população de células de glia radial (deMoraes, 
2003, Dissertação de Mestrado). Conforme apresentado acima, estas células 
são capazes de gerar neurônios e astrócitos durante o desenvolvimento cortical 
(Takahashi et al., 1992; Malatesta et al., 2000; Noctor et al., 2002; 2004; 
Malatesta et al., 2003; Miyata et al., 2002).  
Estas evidências sugeriam que a zona marginal de roedores poderia 
conter células progenitoras no fim da embriogênese, pelo menos quando 
mantidas em cultura. Neste trabalho, portanto, pretendemos investigar a 
existência de células progenitoras na zona marginal de camundongos em 
diferentes períodos embrionários in situ e avaliar o potencial gliogênico e 
neurogênico destes prováveis progenitores através de análises clonais.   
A possibilidade de a zona marginal ser uma nova região germinativa no 
desenvolvimento cortical é extremamente atraente, pois as células nesta região 
estariam, dentre outras coisas, expostas a sinais ambientais diferentes daqueles 
encontrados nas zonas ventricular e subventricular. Sendo assim, os 
progenitores na zona marginal seriam uma potencial fonte de tipos celulares 
 
distintos daqueles gerados nas demais regiões germinativas, contribuindo para a 
diversidade celular encontrada no córtex cerebral. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II. Objetivos: 
 
• Avaliar a existência de células progenitoras na zona marginal in 
situ; 
• Analisar a expressão de genes relacionados a linhagens neuronais 
ou gliais pelos progenitores na zona marginal; 
• Determinar o potencial dos progenitores isolados da zona marginal 
através do estudo de linhagens clonais in vitro; 
• Avaliar a influência de mutações em genes pró-neuronais sobre a 
população de progenitores na zona marginal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. Materiais e métodos: 
 
1. Animais: 
 
Os animais selvagens utilizados neste estudo foram os camundongos 
C57/Bl6, obtidos da Charles River, Inc. (M.A.,EUA).  
O camundongo Pax6Sey (sey/sey) é caracterizado por uma mutação 
pontual no gene pax6, responsável pela expressão de uma forma não-funcional 
da proteína (Hill et al., 1991). Estes camundongos foram mantidos como 
heterozigotos através de cruzamentos com C57/Bl6, reconhecidos pelo seu 
fenótipo (olhos reduzidos). Os heterozigotos foram cruzados entre si para a 
obtenção de embriões homozigotos, caracterizados pela ausência de olhos. 
Os animais foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12h e com 
alimentação ad libitum. O dia da detecção do plug vaginal foi considerado como 
o dia embrionário zero (E0). 
Todos os procedimentos realizados estão de acordo com as leis do Brasil 
e da União Européia para a experimentação com animais e foram  previamente 
aprovados pelo comitê de ética das instituições envolvidas.  
 
2. Obtenção de cortes histológicos: 
 
Fêmeas grávidas em diferentes idades embrionárias (E14, E16 e E18) 
foram anestesiadas por inalação com dietil-éter e sacrificadas por deslocamento 
 
cervical. Os embriões foram removidos por histerectomia e mantidos em tampão 
HBSS (“Hanks buffered salt solution”) com HEPES 10mM. Com o auxílio de 
duas pinças, os cérebros foram removidos das caixas cranianas e imersos em 
solução de paraformaldeído 4% em PBS (tampão fosfato salina) por diferentes 
intervalos de tempo: cérebros E14 - 2h; cabeça E14 - 3 e 5h; cérebros E16 - 3h; 
cérebros E18 - 4h à 4oC. Após lavagem com PBS por 10 min, os cérebros ou 
cabeças foram transferidos para uma solução de sacarose 30% em PBS e 
mantidos a 4OC para crioproteção. Por fim, o tecido foi embebido em Tissue-tek 
e secções coronais de 20 μm foram obtidas em criostato (Leica). Estas secções 
foram montadas em lâminas gelatinizadas e estocadas a –20oC. 
 
3. Incorporação de BrdU in situ: 
 
Para a detecção de células proliferativas no cérebro embrionário, foram 
administradas injeções de Bromodeoxiuridina (BrdU - Sigma) na cavidade 
peritoneal dos camundongos em diferentes idades gestacionais, na 
concentração de 50mg/Kg de peso corporal, diluído em PBS a 10mM. Após 30 
minutos, os camundongos foram sacrificados e os embriões foram removidos e 
tratados conforme descrito anteriormente.  
 
 
 
 
 
4. Cultura de células:  
 
Camundongos C57/Bl6 no início do décimo-sexto dia embrionário (E15) 
foram retirados por cirurgia em fêmeas grávidas e mantidos em solução de 
HBSS+HEPES em gelo. Após a extração da caixa craniana, os cérebros foram 
seccionados em fatias coronais de 200μm com o auxílio de um fatiador 
(McIlwain Tissue chopper). As fatias obtidas foram mantidas a 4oC por 30 min, a 
fim de reduzir a morte celular provocada pela ação de proteases liberadas 
durante a secção. No fim deste período, a parede lateral do telencéfalo era 
dividida em duas porções, uma metade inferior que concentra, portanto, as 
células precursoras da zona ventricular e zona subventricular, além de alguns 
neurônios pós-mitóticos gerados nestas regiões, e uma metade superior, 
composta por neurônios da placa cortical, subplaca e células da zona marginal. 
Por simplicidade, denominaremos as culturas celulares obtidas da região inferior 
e superior da parede cortical respectivamente ZV/ZSV e ZM. Os fragmentos de 
tecido obtidos após a subdissecção foram tratados com Tripsina-EDTA 1x em 
HBSS por 15 min à 37oC, a fim de digerir as proteínas de matriz extracelular e 
ligantes para receptores de membrana celular, facilitando a dissociação do 
tecido. Este processo era interrompido pela adição de DMEM/10% soro fetal 
bovino (SFB)/ 1% penicilina e estreptomicina (PS). A dissociação mecânica dos 
fragmentos teciduais era realizada com o auxílio de uma pipeta Pasteur, cuja 
abertura era previamente rondilhada. As células obtidas eram lavadas três vezes 
em DMEM/10%SFB e precipitadas por 5 minutos de centrifugação a 1000rpms. 
 
A seguir, eram contadas com o auxílio de câmara de Neubauer após a adição do 
corante Azul de Trypan, que permite a identificação das células mortas. Por fim, 
as células eram plaqueadas em densidades entre 5x105 a 106 células por cm2 
sobre lamínulas previamente tratadas com Poli-D-Lisina e mantidas em 500 μl 
de DMEM/10%SFB/1% penicilina e estreptomicina a 37oC em 5%CO2/95%O2 na 
presença de BrdU 10μM. As culturas eram mantidas por até 10 dias in vitro.  
 
4.1. Infecção viral das culturas celulares: 
 
A infecção viral era realizada duas horas após o plaqueamento com o 
retrovírus contendo o gene da proteína fluorescente verde, GFP, sob o controle 
do promotor da β-actina (Hack et al., 2004). A quantidade de vírus utilizada era 
dependente da titulação do mesmo (106 a 107 UFC/ml) e fora calculada para a 
obtenção de 25 a 50 clones por lamínula.  No dia seguinte, eram adicionados 
500μl de meio de cultura SATO (Bottenstein & Sato, 1979) ou DMEM F12/1% 
PS/3,5μM glicose/2% B27. Ao fim de 72h de cultivo, 50% do meio de cultura era 
substituído pelo meio condicionado utilizado previamente (SATO ou B27). 
Imediatamente antes da fixação, as células eram lavadas com PBS e então 
mantidas em paraformaldeído a 4% por 15 min. Em seguida, as células eram 
novamente lavadas com PBS por três vezes e processadas para 
imunocitoquímica (adiante). 
 
 
 
5. Imunocitoquímica: 
 
Para a detecção de BrdU, os cortes histológicos e culturas celulares 
foram submetidos a pré-tratamento com ácido clorídrico 2N por 30’, seguido por 
duas incubações de 15’ em tampão tetraborato de sódio 0,1M (pH8,5) e três 
lavagens de 10’ em PBS.  Seguiu-se a incubação dos cortes com o anticorpo 
primário (anti-BrdU, Abcam) de pernoite. 
 
5.1. Anticorpos primários e secundários: 
 
Lâminas contendo as secções telencefálicas ou lamínulas com as 
culturas celulares foram incubadas por 24h com os anticorpos primários em 
solução de PBS 10 mM/0,5% Triton-X100/10% soro normal de cabra (NGS)  a 
4oC em câmara úmida. Os anticorpos primários utilizados neste estudo e as 
diluições utilizadas estão listados na tabela. 
Após três lavagens de 10’ em PBS 10 mM, o material foi reincubado com 
os respectivos anticorpos secundários, conjugados a diferentes fluoróforos 
(tabela), por 2h a temperatura ambiente.  
 
5.1.1. Tabela de anticorpos primários: 
 
Nome Produzido em/ 
diluição 
Pré-
tratamento 
Marcador de Origem 
Anti-βIII-
Tubulina 
Mouse (IgG2b; 
0.5% Tx, 10% 
30’ em 0,5% 
Tx, 10% NGS 
Neurônios  Sigma (T8660) 
 
NGS) 
Anti-BrdU Mouse (IgG1, 
1:10) 
HCl 2N por 30’, 
tampão borato 
pH 8,5 por 15’ 
(2x) 
Marcador de fase 
S do ciclo celular 
Bio-Science Products 
(010198) 
Anti-BrdU Rat (1:200) HCl 2N por 30’, 
tampão borato 
pH 8,5 por 15’ 
(2x) 
Marcador de fase 
S do ciclo celular 
Abcam (ab6326) 
 
Anti-GFP Chicken (1:500, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
 Proteína 
fluorescente GFP 
Sigma 
Anti-GFP Rabbit (1:500, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
 Proteína 
fluorescente GFP 
Clontech 
Anti-GFAP Mouse (IgG1, 
1:100, 0.5% Tx, 
10% NGS) 
0.5% Tx, 10% 
NGS 
Células 
astrogliais 
Sigma (G3893) 
Anti-Ki67  
(Tec-3) 
Rat (1:50, 0.5% 
Tx, 10% NGS) 
Fervura em 
tampão citrato 
0,01M de sódio 
por 8’ 
Células 
proliferativas 
Dako (dia 333-67) 
Anti-
Mash1  
Mouse (IgG1, 
1:2; 0.5%Tx, 10% 
NGS) 
Fervura em 
tampão citrato 
0,01M de sódio 
por 8’ 
Fator 
transcricional 
bHLH expresso 
por células 
subpaliais 
Gentilmente cedido por  
F.Guillemot 
Anti-
nestina  
Mouse (IgG1, 
1:4, 0.5% Tx, 
10% NGS) 
 Células gliais, 
precursors. 
Developmental 
Hybridoma Bank (rat-
401) 
Anti-Ngn2 Mouse (IgG2a, 
1:10, 0.5% Tx, 
10% NGS) 
 FT expresso por 
precursores na 
ZV do TD 
Gentilmente cedido por  
D.Anderson 
Anti-Olig2 Rabbit (1:1000, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
 FT expresso por 
precursores gliais 
Gentilmente cedido por  
D.Rowitch 
Anti-O4  Mouse (IgM, 
1:1000) 
 Oligodendrócitos Gentilmente cedido por  
J.Price 
Anti-Pax6 Rabbit (1:300, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
Fervura em 
tampão citrato 
0,01M de sódio 
por 8’ 
FT expresso por 
precursores na 
ZV do TD 
Babco (PRB-278P) 
Anti-Pax6 Rabbit (1:1000, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
Fervura em 
tampão citrato 
0,01M de sódio 
FT expresso por 
precursores na 
ZV do TD 
Chemicon (AB 5409) 
 
por 8’ 
Anti-PH3 Rabbit (1:200, 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
 Marcador de 
células mitóticas 
Upstate Biotech (06-
570) 
Anti-
Reelin 
(142 and 
E4) 
Mouse IgG1 
(1:500, 0.5% Tx, 
10% NGS) 
 Células de Cajal-
Retzius e alguns 
interneurônios 
GABAérgicos 
André Goffinet, 
University of Louvain, 
Medical School, 
Brussels, Belgium 
 
Anti-Tbr2 Rabbit (1:2000; 
0.5% Tx, 10% 
NGS) 
HCl 2N por 30’, 
tampão borato 
pH8,5 por 15’ 
(2x) 
FT expresso por 
precursores da 
ZSV dorsal 
Gentilmente cedido por 
R. Hevner 
 
 
5.1.2. Tabela de anticorpos secundários: 
 
Nome Origem 
Anti-rabbit Ig FITC / TRIC / biotinylated 
Anti-rabbit Ig Cy2 
Streptavidin AMCA 
Anti-rat FITC / TRIC 
Jackson ImmunoResearch / Dianova  
 
Vector Laboratories 
(Jackson ImmunoResearch) 
Anti-mouse IgG1 FITC / TRIC / biotinylated 
Anti-mouse IgG2b FITC / TRIC / biotinylated 
Anti-mouse IgM FITC / TRIC / biotinylated 
EuroPath Ltd. 
(Southern Biotechnology Associates) 
 
 
5.2. Visualização dos núcleos celulares: 
 
Os núcleos das células foram corados com DAPI (4’-6’-diamidino-2-fenil-
indol) 0,02 mg/ml em PBS por 10’, seguido por três lavagens de 10’ com PBS 10 
mM (DAPI forma complexos fluorescentes com o DNA, através da sua ligação a 
regiões ricas em AT, que são excitados com comprimento de onda de 460 nm). 
 
Os espécimes foram montados em Aqua Poly/Mount (Polysciences, 
Northampton, UK) e analizadas por microscopia confocal (Olympus FV1000) ou 
fluorescência (Zeiss Axioplan2; Zeiss Axiocam HRM). 
 
6. Análise clonal in vitro: 
 
Dado o baixo número de partículas virais utilizadas na transfecção das 
culturas, podemos considerar grupos de células GFP-positivas vizinhas como 
pertencentes ao mesmo clone (Haubst et al., 2005). Os tipos celulares e o 
número de células por clone foram quantificados após sete dias de cultivo 
através de microscopia de fluorescência (Zeiss Axioplan2; Zeiss Axiocam HRM).  
A definição dos tipos de clones foi baseada nos tipos celulares 
encontrados, a partir de imunomarcação para Tuj1, GFAP e O4, além de 
critérios morfológicos. Resumidamente encontramos clones “neuronais puros”, 
ou seja, clones contendo apenas células Tuj1-positivas; “mistos”, contendo pelo 
menos uma célula Tuj1-positiva e uma Tuj1-negativa; e clones “gliais puros”, ou 
seja, formados por células exclusivamente Tuj1-negativas.  
Devido à possibilidade teórica de que clones apresentassem neurônios 
imaturos Tuj1-negativos, associamos alguns critérios morfológicos na definição 
das células gliais x neuronais, como o tamanho dos corpos celulares (menor em 
neurônios) e o diâmetro dos prolongamentos celulares (maiores em células 
gliais).  Em todos os casos nos quais não houve imunomarcação para Tuj1 
identificamos claramente a morfologia glial relatada acima.  
 
7. Análise quantitativa: 
 
Para todos os grupos de dados, parâmetros como medidas de tendência 
central, desvios, intervalo de confiança e testes estatísticos foram obtidos com o 
auxílio do programa GraphPad Prism 3.02. 
 
7.1. Número de células proliferativas in situ: 
 
Para a determinação do número de células proliferativas na zona 
marginal, foram quantificados os números de células BrdU e PH3-positivas em 
relação ao total de células DAPI-positivas na porção dorso-láteral do telencéfalo 
em três diferentes idades: E14, E16 e E18. A borda lateral desta região de 
análise era estabelecida traçando-se uma linha ortogonal à parede ventricular na 
junção entre as zonas ventriculares do neocortex e da eminência ganglionar. A 
borda medial era definida subtraindo-se da região de análise a parede 
telencefálica medial.  
Foram escolhidas secções nos níveis rostral, intermediário e caudal de 
cinco diferentes animais, gerados em duas ou três ninhadas, nas três idades 
estudadas. O número de seccões analisadas para cada caso foi: 
1. E14 BrdU: trinta-e-três 
2. E14 PH3: trinta-e-oito 
3. E16 BrdU: quarenta-e-sete 
4. E16 PH3: cinquenta-e-três 
 
5. E18 BrdU: trinta-e-cinco 
6. E18 PH3: quarenta-e-sete 
Uma célula foi considerada pertencente à zona marginal quando seu 
núcleo (corado pelo DAPI) estava localizado além do ponto distante a quatro 
núcleos celulares da região de alta densidade celular, característica da placa 
cortical (Boulder Committee, 1970). 
 
7.2. Fenótipo das células proliferativas in situ: 
 
Células BrdU-positivas foram analisadas quanto à expressão dos fatores 
transcricionais Pax6, Tbr2 e Olig2.  
Para o Pax6, foram analisadas 17 secções em E14 (total de 20 células 
BrdU-positivas) e 21 secções em E16 (52 células BrdU-positivas). Em E18, não 
foram encontradas células Pax6-positivas na zona marginal. 
O fator transcricional Tbr2 também não foi encontrado em qualquer célula 
da zona marginal, eliminando a necessidade de quantificações. 
A colocalização da imunomarcação para BrdU e Olig2 foi averiguada em 
33 secções em E14 (24 células BrdU-positivas), 28 secções em E16 (44 células 
BrdU-positivas) e 20 secções em E18 (81 células BrdU-positivas), através de 
microscopia confocal (Olympus FV1000). 
 
 
 
 
7.3. Células apoptóticas na zona marginal: 
 
Ensaios TUNEL e imunocitoquímica para caspase-3 ativada, combinado a 
imunomarcação para BrdU,  foram realizados em secções telencefálicas obtidas 
em E14, E16 e E18. A presença de células duplamente marcadas para BrdU e 
um dos marcadores de células apoptóticas citados foi avaliada em 12 secções 
de cada animal, nos níveis rostral, intermediário e caudal 
 
7.4. Células BrdU, Pax6 e Tbr2-positivas in vitro: 
 
Após duas horas in vitro na presença de BrdU 10μM, uma lamínula 
contendo células da zona marginal ou da ZV/ZSV obtida em cada experimento 
de cultura (total de seis experimentos independentes) foi fixada e processada 
para imunocitoquímica com anti-BrdU e anti-Tbr2 ou anti-Pax6, e os núcleos 
celulares foram corados pelo DAPI. Em seguida, foram fotografados quatro 
campos com densidades celulares (núcleos DAPI-positivos) semelhantes em 
cada lamínula. As imagens obtidas foram digitalizadas através do programa 
AxioVision e o número de células BrdU-positivas/Tbr2 ou Pax6-positivas e BrdU-
positivas/Tbr2 ou Pax6-negativas foi quantificado (total de 20 imagens de cada 
cultura), em relação ao total de núcleos DAPI-positivos. 
Em apenas um caso as culturas foram descartadas devido ao elevado 
número de células Tbr2-positivas e seus valores não foram computados. 
 
 
7.5. Incorporação do material genético viral por células proliferativas 
in vitro: 
 
Após dois dias de cultivo, quatro lamínulas contendo células da zona 
marginal (duas lamínulas) ou da ZV/ZSV (duas lamínulas) obtidas de dois 
experimentos de cultura independentes foram fixadas e processadas para 
imunocitoquímica com anti-GFP, e os núcleos celulares foram corados pelo 
DAPI. Em seguida, foram fotografados cinco a seis campos com densidades 
celulares (núcleos DAPI-positivos) semelhantes em cada lamínula. As imagens 
obtidas foram digitalizadas através do programa AxioVision e o número de 
células GFP-positivas (total de 11 imagens de cada cultura) foi quantificado em 
relação ao total de núcleos DAPI-positivos. 
Nestas mesmas imagens, foram quantificados o número de células GFP-
positivas por clone da zona marginal (30 clones) e da ZV/ZSV (40 clones). A 
comparação estatística entre os valores encontrados foi realizada através do 
teste de Mann-Whitney (teste-t, não-pareado, não-paramétrico), com o auxílio do 
programa GraphPad Prism 3.02. 
 
7.6. Frequência dos diferentes tipos de clones in vitro: 
 
Após 7 a 10 dias de cultivo, os clones celulares gerados por progenitores 
isolados da ZV/ZSV ou da zona marginal foram classificados da maneira 
descrita anteriormente (análises clonais). No total, foram analisados 97 clones 
 
nos cultivos de zona marginal (sete lamínulas; três experimentos independentes) 
e 100 clones nos cultivos de ZV/ZSV (cinco lamínulas; três experimentos 
independentes).  
 
7.7. Número de células por clone: 
 
O número de células nos diferentes tipos de clone (neuronais puros, 
mistos ou gliais puros) foi quantificado através da imunorreatividade ao GFP e 
Tuj1 ou GFAP. Os critérios utilizados na definição do tipo celular (neuronal x 
glial) foram os mesmos decritos na sessão “análises clonais”. Foram analisados 
64 clones mistos, 3 gliais puros e 33 neuronais puros nos cultivos de ZV/ZSV, 
enquanto 10 mistos, 54 gliais puros e 16 neuronais puros  nos de zona marginal. 
Os números médios de células neuronais e gliais por tipo de clone foram 
calculados e comparados estatisticamente (Unpaired t-test) com o auxílio  do 
programa GraphPad Prism 3.02. 
Além disso, os clones gliais puros e mistos foram analisados em relação a 
expressão de GFAP. Apenas os clones em que todas as células eram 
exclusivamente GFAP-positivas ou GFAP-negativas foram quantificados e os 
valores encontrados nos cultivos de zona marginal (37 clones) e ZV/ZSV (24 
clones) foram comparados estatisticamente (ANOVA, Turkey’s Multiple 
Comparison Test). 
 
 
 
7.8. Expressão de Relina por neurônios gerados in vitro: 
 
Após 7 dias de cultivo, os clones neuronais puros ou mistos gerados por 
progenitores isolados da ZV/ZSV ou da zona marginal foram analisados quanto 
a presença de neurônios GFP-positivos/Relina-positivos. No total, foram 
analisados 34 e 36 clones nos cutlivos de zona marginal e ZV/ZSV, 
respectivamente,  obtidos em dois experimentos independentes. 
 
 
7.9. Número de células proliferativas na zona marginal de 
camundongos sey/sey in situ: 
 
O número de células BrdU ou PH3-positivas, em relação ao total de 
células DAPI-positivas, na zona marginal dos camundongos small eye (Sey/sey), 
foi quantificado da mesma maneira descrita acima. Os valores encontrados 
foram comparados aos de animais selvagens obtidos na mesma ninhada. No 
total, foram analisadas 40 secções de animais selvagens e 19 dos Sey/sey para 
BrdU e PH3. A comparação estatística entre os valores encontrados foi realizada 
através do teste de Mann-Whitney (teste-t, não-pareado, não-paramétrico), com 
o auxílio do programa GraphPad Prism 3.02.  
 
 
 
 
IV. Resultados: 
 
1. Células na zona marginal apresentam capacidade proliferativa: 
 
Através da administração de Bromodeoxiuridina (BrdU), um análogo da 
base orgânica nitrogenada timidina, e posterior identificação desta molécula por 
métodos imunohistoquímicos, pudemos identificar células em fase S na zona 
marginal, indicando que elas são capazes de duplicar o seu DNA, uma 
caracterísitica de células progenitoras.  
Como podemos observar na figura 1, um pequeno número de células da 
zona marginal é capaz de incorporar BrdU durante os 30 minutos de sobrevida 
em camundongos E14, E16 e E18. Este curto intervalo de tempo foi escolhido 
para eliminar a possibilidade de que células que tivessem incorporado BrdU em 
outras regiões pudessem migrar para a zona marginal.  Confirmando os dados 
da literatura, um grande número de células mostraram-se imunorreativas para 
BrdU na porção basal da zona ventricular (posição em que as células ainda 
estão na fase S do ciclo celular) e na zona subventricular (Figura 1A) (Takahashi 
et al., 1992; 1995).   
Uma outra maneira de avaliar a divisão celular é pela presença de 
proteínas envolvidas na fase M do ciclo celular. Dentre estas, investigamos a 
forma fosforilada da histona 3 (PH3), expressa no final de G2 e durante a 
mitose.  Pudemos observar um elevado número de figuras mitóticas ao longo da 
superfície ventral do ventrículo lateral (Figura 2A), distribuição característica dos 
 
precursores da zona ventricular (Rakic, 1974), e uma população proliferativa 
secundária na zona subventricular (Takahashi et al., 1995; Noctor et al., 2004).  
Além disso, figuras mitóticas imunorreativas para o anticorpo anti-PH3 foram 
observadas na zona marginal (Figura 2A), indicando a ocorrência de divisões 
celulares nesta zona.  
A proporção de células imunorreativas para BrdU ou PH3 em função do 
número total de células na zona marginal evidenciado pelo marcador nuclear 
fluorescente, DAPI foi quantificada em três diferentes estágios do 
desenvolvimento (Figura 3). Foram analisadas secções níveis rostral, caudal e 
intermediário provenientes em E14, E16 e E18 (ver métodos para detalhamento)   
Vale ressaltar que, apesar da proporção de células BrdU-positivas na 
zona marginal entre E14 (M=0,45; SEM=0,0863) e E16 (M=0,5421; 
SEM=0,06034) permanecer praticamente inalterada (Figura 3C), parece haver 
um aumento absoluto do número destas células em E16 (Figura 7E), 
acompanhado de um aumento do número total de células nesta região. Esta 
tendência de aumento da quantidade de progenitores na zona marginal também 
pode ser observada em E18, quando a proporção de células BrdU-positivas 
nesta região (M=1,44; SEM=0,09913) praticamente triplica em relação a E14 e 
E16. 
Como podemos observar (Figura 3), o número de figuras mitóticas em 
E14 (M=0,2134; SEM=0,05967) e E16 (M=0,1775; SEM=0,03123) é, 
aproximadamente, 1/3 a 1/2 do número de células BrdU positivas, o que poderia 
ser explicado pela relação entre as durações da fase S e M. Por outro lado, em 
 
E18, o número de células PH3 positivas na zona marginal (M=0,2714; 
SEM=0,03216) é 1/6 do observado com BrdU, o que poderia ser provocado por 
(1) alterações nos parâmetros de ciclo celular destes progenitores ao longo do 
desenvolvimento (2) mudanças na composição da população ou (3) a ocorrência 
de divisões celulares em regiões vizinhas à ZM. Sustentando esta última 
hipótese, encontramos um número significativo de células PH3 positivas na 
placa cortical em E18, paralelamente a uma escassez de células BrdU-positivas. 
 
2. Progenitores na zona marginal não expressam Pax6 e Tbr2: 
 
Durante o desenvolvimento cortical, diferentes fatores de transcrição são 
expressos por células progenitoras e estão envolvidos na especificação de 
diferentes tipos e subtipos celulares (Schurmanns & Guillemot, 2002). O fator 
transcricional Pax6, por exemplo, está expresso nas células proliferantes da 
zona ventricular do telencéfalo dorsal, conferindo-lhes um potencial neurogênico 
(Heins et al., 2002). Uma vez que um pequeno número de células da zona 
marginal expressa Pax6 (Hartfuss et al., 2001), investigamos se as células 
proliferantes da ZM expressavam este gene. 
Virtualmente, todas as células na zona ventricular em E14 expressam 
Pax6 (Figura 4B) e uma fração destas células capaz de incorporar BrdU 
encontra-se na porção basal da ZV (Figura 4C). .   
Ao longo do desenvolvimento, o número de células Pax6-imunorreativas 
na zona ventricular é reduzido, o que é consistente com a redução do número de 
 
células proliferativas nesta zona, o aumento do número de precursores 
intermediários na zona subventricular (Takahashi et al., 1995) e o término do 
período de neurogênese para o córtex cerebral. Na zona marginal, células Pax6-
positivas podem ser encontradas em E14 e E16 (Figuras 5A e 5B), mas estas 
células não incorporam BrdU (Figuras 5B e 5C). Em E18, encontramos raras 
células BrdU-positivas na zona marginal (dado não mostrado). Em todas as 
idades embrionárias estudadas, nenhuma célula proliferativa (BrdU-positiva) na 
zona marginal apresentou imunorreatividade para o Pax6.  
O fator transcricional Tbr2 está presente em células da zona 
subventricular e tem sido associado com a geração de neurônios corticais pelos 
precursores intermediários desta zona (Englund et al.., 2005).  Além disso, um 
pequeno número de neurônios na placa cortical apresenta este fator de 
transcrição e não é de nosso conhecimento a análise de sua expressão na zona 
marginal. 
A figura 6A mostra a distribuição desta proteína nas células da zona 
subventricular. Observe que a maioria, se não todas as células BrdU positivas 
nesta zona também apresentam imunorreatividade para Tbr2, enquanto 
nenhuma célula proliferativa na zona marginal o faz (Figura 6).  Em raros casos, 
foram encontradas células Tbr2-positivas na parte superior da placa cortical, 
mas estas células não eram BrdU-positivas.  
 
 
 
 
3. Olig2 é expresso por progenitores na zona marginal a partir de 
E16: 
 
O fator de transcrição Olig2 tem sido largamente associado com a 
geração de oligodendrócitos e astrócitos durante o desenvolvimento (Tekki-
Kessaris et al., 2001; Nery et al., 2001; Marshall et al., 2005). Inicialmente, o 
RNA-mensageiro (RNAm) deste fator transcricional está restrito a populações 
celulares do telencéfalo ventral; ao longo da corticogênese, observa-se um 
espalhamento desta marcação na direção do telencéfalo dorsal, seguindo um 
gradiente látero-medial (Tekki-Kessaris, 2001). 
Através de técnicas imunohistoquímicas, observamos a expressão do 
fator transcricional Olig2 no telencéfalo embrionário em E14, E16 e E18.  Na 
figura 7, observa-se um exemplo desta imunomarcação em E16, onde podemos 
observar células Olig2-positivas na porção lateral do telencéfalo dorsal, 
ocupando a zona intermediária, placa cortical e zona marginal (Figura 7B). 
Realizamos também ensaios de marcação com BrdU e imunomarcação 
com Olig2 no intuito de verificar se as células Olig2 positivas encontravam-se em 
processo de proliferação. Resumidamente, observamos que, em E16, as células 
BrdU-positivas na porção mais lateral do telencéfalo dorsal expressavam Olig2, 
enquanto os demais progenitores na zona marginal não o faziam (Figura 8). Em 
E18, todas as células proliferativas na zona marginal expressavam Olig2 (Figura 
8E), sugerindo (1) que as células progenitoras Olig2-negativas, observadas na 
 
zona marginal em E14, tenham sido substituídas por uma segunda população de 
células Olig2-positivas oriundas do telencéfalo ventral ou (2) que os progenitores  
zona marginal supra-regulem a expressão de Olig2 temporal- e espacialmente. 
Também poderíamos supor que ambos os fenômenos possam contribuir para a 
alteração fenotípica observada nos progenitores da zona marginal ao longo da 
embriogênese.  
 
4. Progenitores na zona marginal proliferam in vitro: 
 
Com o intuito de avaliar a progênie das células proliferativas na zona 
marginal em períodos intermediários da corticogênese, Como podemos observar 
na figura 9E, a cultura ZS/ZSV apresenta uma elevada capacidade proliferativa, 
indicada pela incorporação de BrdU nas primeiras duas horas após o 
plaqueamento. Consistente com a origem destes progenitores, cerca de 80% 
das células BrdU-positivas expressam Pax6 (figura 10E), enquanto as restantes 
expressam o fator transcricional Tbr2 (Figura 9E). 
Por outro lado, as culturas ZM apresentam um número reduzido de 
células proliferativas e menos de 10% destas células expressam Tbr2 (Figura 9), 
o que pode indicar (1) uma pequena contaminação por células da ZSV nesses 
cultivos ou (2) a presença de células Tbr2-positivas na zona marginal que não 
foram identificadas em nossas análises in situ devido a sua baixa frequência 
e/ou a baixa eficácia na incorporação de BrdU em intervalos curtos de tempo. 
 
Consistente com nossos resultados in situ (Figuras 4 e 5), não 
encontramos células proliferativas nos cultivos de zona marginal expressando o 
fator transcricional Pax6 (Figura 10). 
 Para acompanharmos a progênie dos progenitores presentes na zona 
marginal, as células em cultivo foram infectadas com retrovírus carregando o 
gene para a proteína fluorescente verde GFP após duas horas de cultivo. Estes 
vírus são caracterizados pela sua incapacidade de reprodução e pela 
incompetência de transportar seu material genético para o núcleo de células não 
mitóticas. Desta forma, apenas as células em mitose durante o período de 
atividade viral incorporam o seu material genético contendo o gene da proteína 
GFP, a qual é transmitida para as células-filhas, que a expressam permitindo a 
análise dos clones gerados a partir de um progenitor. 
A efetividade da infecção viral foi atestada após dois dias in vitro, quando 
pudemos observar grupos de células imunorreativas para GFP (Figura 11). 
Tanto nas culturas de células das zonas ventricular e subventricular quanto nas 
de zona marginal observamos que todas as células GFP positivas expressavam 
o marcador de células progenitoras nestina (Figura 11). 
Apesar do número de clones em ambos os cultivos ser semelhante, 
devido ao baixo número de partículas infectantes utilizadas em nossos 
experimentos, a porcentagem de células GFP-positivas em relação ao número 
total de células nas culturas de ZV/ZSV após 2 dias in vitro era maior do que nas 
culturas de zona marginal (p<0.0001; Mann-Whitney test; Figura 12), indicando 
que o número médio de células por clone deveria ser diferente nestes dois 
 
cultivos. De fato, os clones gerados por progenitores isolados da ZV/ZSV 
apresentam números de células mais elevados (M=2,2; SEM=1,3) do que os da 
zona marginal (M=1,5; SEM=0,51; p=0,037, Mann Whitney test; figura 13). 
 
5. Progenitores na zona marginal apresentam elevado potencial 
gliogênico in vitro: 
 
 Após sete a dez dias in vitro a composição dos clones de células GFP-
positivas nas culturas de zona marginal e das zonas ventriculares e 
subventriculares foi avaliada através de métodos imunocitoquímicos. 
Fundalmentalmente, três tipos de clones foram encontrados: (1) gliais puros; (2) 
neuronais puros e (3) mistos (Figuras 14 a 17). 
 Nos cultivos de células das zonas ventriculares e subventriculares mais 
de 96% dos clones continham neurônios (Tuj1-positivos, com corpos celulares 
pequenos e prolongamentos delgados), sendo que mais de 70% dos clones 
eram exclusivamente neuronais (Figuras 14 e 18). Os clones mistos, na maioria 
dos casos, apresentaram de um a dois neurônios e um número variável de 
células não neuronais (Figura15) de natureza glial, conforme sugerido por 
critérios morfológicos (grandes corpos celulares e prolongamentos calibrosos) 
(Figura 14A’) e pela expressão de GFAP ou O4 (fotomicrografias não 
mostradas). Por fim, observamos uma pequena fração de clones contendo 
apenas células gliais (Figura 18; fotomicrografia não mostrada). 
 
 Por outro lado, células da zona marginal em cultura geraram um elevado 
percentual de clones contendo apenas células gliais (Figuras 16, 17 e 18) e, com 
menores frequências, clones mistos e neuronais puros (fotomicrografias não 
mostradas; Figura 18), indicando um potencial neurogênico dos progenitores 
isolados da zona marginal   (cerca de 31% dos clones apresentavam neurônios; 
Figura 18).  
A análise dos diferentes tipos de clones em relação aos números de 
células componentes mostrou que os neuronais puros gerados por progenitores 
da ZV/ZSV tendem a apresentar maior número de neurônios (M=3,72; 
SEM=0,26; N=64) do que os da zona marginal (M=2; SEM=0,26; N=16; p<0.05; 
Unpaired t-test; Figura 19). Por outro lado, os clones gliais puros encontrados 
nas culturas de zona marginal podem apresentar até 90 células (M=18,3 
SEM=2,7; N=54), enquanto o maior clone glial puro encontrado em cultivos de 
ZV/ZSV apresentava menos de 15 células (M=11,33; SEM=0,88; N=3; Figura 
19).  
Os clones mistos apresentavam, na maioria dos casos, 1 a 2 neurônios e 
números variáveis de células gliais em ambas as culturas. No entanto, alguns 
clones deste tipo derivados de progenitores da ZV/ZSV apresentaram de 10 a 20 
neurônios (M=3,1; SEM=0,72; N=33), o que não foi observado em culturas de 
zona marginal (M=1,3; SEM=0,21; N=6; Figura 19). Por outro lado, o número de 
células gliais nos clones mistos derivados de progenitores da zona marginal era 
maior (M=19,1) do que os da ZV/ZSV (M= 10,9;  p<0.05; Unpaired t-test). 
 
Clones mistos ou gliais puros apresentam células com diferentes 
imunorreatividades aos anticorpos utilizados neste estudo (O4 e GFAP), de 
modo que muitas vezes foram observados clones contendo células Tuj1-
negativas/GFAP-positivas e Tuj1-negativas/GFAP-positivas, por exemplo (Figura 
20). No entanto, as células Tuj1-negativas encontradas nestes clones 
apresentam morfologias semelhantes, sugerindo tratar-se do mesmo tipo celular 
(Figura 20). 
 Através da tripla marcação para GFP, GFAP e O4, observamos que 
dentro de um mesmo clone as células gliais eram ou GFAP-positivas e GFAP-
negativas ou O4-positivas e O4-negativas, mas nunca GFAP-positivas e O4- 
positivas (fotomicrografias não mostradas), indicando que um mesmo progenitor 
glial não apresenta potencial para a geração de oligodendrócitos ou astrócitos.   
A frequência de clones (mistos e gliais puros) contendo todas as células 
gliais GFAP-positivas nos cultivos de zona marginal foi levemente maior do que 
nos de zona ventricular e subventricular (Tabela I), sugerindo que os 
progenitores da zona marginal apresentam um maior potencial astrogliogênico 
sob as mesmas condições de cultivo. Além disso, observamos que clones 
astrocitários (todas as células GFP-positivas/Tuj1-negativas são GFAP-
positivas) nos cultivos de zona marginal apresentavam menores números de 
células do que aqueles contendo células GFAP-negativas (p<0,05, Turkey’s 
Multiple Comparison Test; Figura 21).  
 
 
 
6. Neurônios gerados por progenitores isolados da zona marginal 
não expressam Relina: 
 
 Uma vez que a zona marginal apresenta uma população neuronal 
produtora de relina, decidimos investigar se as células geradas a partir de 
progenitores da zona marginal expressariam esta proteína.  
 Através de métodos imunohistoquímicos, analisamos 22 clones neuronais 
puros e 12 clones mistos nos cultivos de zona marginal e comprovamos que os 
neurônios destes clones não expressam relina (Figura 120). Da mesma forma, 
não foi observada a geração de neurônios relina positivos em cultivo de células 
das zonas ventricular e subventricular, indicando que estas células não são 
descendentes de progenitores localizados no telencéfalo dorsal em E15 (dados 
não mostrados). 
 
7. Camundongos small eye apresentam um aumento no número de 
progenitores na zona marginal: 
 
 Os camundongos sey/sey apresentam uma mutação natural 
caracterizada pela produção de uma forma não funcional da proteína Pax6 (Hill 
et al.., 2001) expressa no telencéfalo dorsal de roedores (Walther & Gruss, 
1991). A perda da função desta proteína está associada com defeitos na 
regionalização telencefálica (Stoykova et al., 2000) e com um menor potencial 
neurogênico dos progenitores corticais (Haubst et al.., 2004).  
 
 Estudos de linhagem celular em cultura de células dissociadas do 
telencéfalo dorsal de camundongos sey/sey revelam um aumento do número de 
clones gliais em relação aos selvagens (Haubst et al., 2004), sugerindo um 
aumento no número de progenitores comprometidos com linhagens gliais. Por 
este motivo, decidimos investigar se a população progenitora na zona marginal, 
altamente gliogênica, estaria aumentada nos camundongos sey/sey. 
 Semelhante aos animais selvagens, o maior número de células 
proliferativas nos camundongos sey/sey está localizado nas zonas ventricular e 
subventricular, mas um número pequeno de células mantém a capacidade 
proliferativa na zona marginal (figura 21). Sobretudo, revelamos que a proporção 
de células BrdU+ na zona marginal dos camundongos sey/sey é cerca de três 
vezes maior do que nos selvagens (figura 21C), aproximando-se do que 
observamos entre E14 e E18 nestes animais (figura 3C). De que maneira este 
aumento no número de progenitores no small eye está relacionado com um 
maior potencial gliogênico da zona marginal em momentos precoces da 
corticogênese ainda está em investigação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 V. Discussão: 
 
 A identificação das diferentes populações progenitoras do córtex cerebral 
e seus potenciais de geração de diferentes tipos celulares é fundamental para o 
entendimento da formação daquela estrutura e dos mecanismos relacionados a 
patologias congênitas.  
 Nesse trabalho, demonstramos a existência de uma população 
progenitora na zona marginal de camundongos com o potencial de gerar 
neurônios e células macrogliais. Além disso, nossos dados indicam que esta 
população pode aumentar numericamente no cérebro de animais com 
anormalidades na neurogênese, sugerindo que mecanismos compensatórios 
possam interferir para manter a homeostase do córtex cerebral. Portanto, o 
córtex cerebral provavelmente sofre pressões genéticas e ambientais que 
podem vir a influenciar a quantidade e a diversidade de tipos celulares que 
contribuem para sua função. 
 
1. Progenitores na zona marginal in situ:  
 
Em períodos tardios da embriogênese de roedores (E15 em hamster), foi 
demonstrado que fatias telencefálicas e explantes da zona marginal 
apresentavam elevada capacidade proliferativa (deMoraes et al., 2003 
dissertação de Mestrado). Utilizando dois diferentes paradigmas experimentais, 
capazes de identificar células em fase S ou M do ciclo celular, conseguimos 
 
demonstrar que células da zona marginal também apresentam capacidade 
proliferativa in situ.  
O número de células identificadas através da incorporação do análogo da 
timidina - BrdU - ou expressão da forma fosforilada da histona 3 - PH3 - na zona 
marginal é significativamente menor do que o observado nas demais zonas 
proliferativas (ventricular e subventricular), o que pode ter contribuído para a 
pouca atenção dispensada para aquela população celular na literatura. Além 
disso, a existência de células proliferativas na pia-máter (meningeoblastos) pode 
ter contribuído para a interpretação dos progenitores descritos neste trabalho 
como elementos proliferativos da pia-máter, deslocados desta camada na 
direção da zona marginal por artefato de técnica.  
De modo a reduzir estas possíveis interferências, utilizamos os seguintes 
critérios para definir esta população: 1) apenas os quatro primeiros núcleos 
celulares acima da placa cortical, definida como uma zona de alta densidade 
celular (Boulder Committee, 1970), foram considerados pertencentes à zona 
marginal; 2) cortes histológicos nos quais a pia-máter encontrava-se 
descontínua não foram considerados para a análise de células proliferativas; 3) 
critérios morfológicos foram associados à expressão de PH3 na definição de 
figuras mitóticas; e 4) somente núcleos celulares com níveis de BrdU 
comparáveis (microscopicamente) aos das células da zona ventricular ou 
subventricular foram quantificados. Com estes critérios, é bastante provável que 
tenhamos subestimado o número de células capazes de incorporar BrdU ou em 
 
divisão celular nos nossos experimentos, mas esperamos ter reduzido o número 
de falso-positivos. 
Desta forma, encontramos entre 0,5% e 1,5% do total de células da zona 
marginal analisado em fase S e menos de 0,3% em fase M nas diferentes idades 
estudadas.  
Apesar de mantida a propoção de células BrdU-positivas na zona 
marginal em E16, comparativamente a E14, registramos um aumento 
significativo do número absoluto de células BrdU-positivas na zona marginal 
naquela idade. Entretanto, o número de núcleos celulares (corados por DAPI) na 
região de análise em E16 é cerca de 2 a 3 vezes maior do que em E14, 
provavelmente devido a invasão da zona marginal por células provenientes do 
telencéfalo ventral (Anderson et al., 2001; Marin & Rubenstein, 2001), mantendo 
a proporção de células proliferativas nesta região praticamente constante. 
Em E18, por sua vez, a proporção de células BrdU-positivas na zona 
marginal é cerca de três vezes maior do que em E16. Associado, ainda, ao 
aumento do número total de células na zona marginal em E18, concluímos que a 
atividade proliferativa desta população em períodos tardios da embriogênese 
aumenta e também seu potencial de contribuição para o povoamento do córtex. 
Devido ao aporte de células pós-mitóticas oriúndas da eminência 
ganglionar à zona marginal (Anderson et al., 2001), escolhemos um intervalo 
curto de tempo entre a administração de BrdU e a fixação dos tecidos (30 
minutos), de modo a eliminarmos a contagem destas células em nossos 
experimentos. 
 
Além disso, células pós-mitóticas migram radialmente no sentido da zona 
marginal oriundas de camadas mais internas do telencéfalo dorsal (Caviness et 
al., 1982) e poderiam interferir em nossas análises. Consideramos a sua 
possível interferência, no entanto, improvável, pois o intervalo de 30 minutos até 
a fixação é insuficiente para que os precursores da zona ventricular do 
telencéfalo dorsal progridam da fase S para a mitose (Takahashi et al., 1993) ou 
para que neurônios gerados na zona subventricular migrem para os estratos 
superiores da placa cortical (Noctor et al., 2004).  
Contabilizamos números absolutos e percentuais de células em fase S 
(BrdU-positivas) e e em fase M (PH3-positivas). Se as células estiverem 
distribuídas randomicamente entre as diferentes fases do ciclo celular 
(Nowakowsky et al., 1988), os números são proporcionais à duração das fases S 
(Ts) e M (Tm) em relação ao total do ciclo celular (Tc) 
Obviamente, a razão Ts/Tc não leva em conta a possível contribuição de 
células que estarão entrando na fase S durante os 30 minutos que se seguem à 
administração de BrdU. Assumimos, no entanto, que esta seja uma interferência 
negligível devido ao baixo número de células na população e à longa duração da 
fase G1 em relação à fase S.  
Por fim, assumindo que as células que duplicam seu DNA na zona 
marginal dividem-se nesta mesma região, a razão entre o número de células 
BrdU e PH3-positivas corresponderá à razão Ts/Tm. O cálculo destas frações 
nos diferentes períodos pré-natais poderiam refletir uma mudança nos 
parâmetros do ciclo celular dos progenitores da zona marginal ao longo do 
 
desenvolvimento embrionário. De fato, registramos uma diminuição gradual da 
razão Ts/Tm. Curiosamente, essa relação é praticamente constante na zona 
ventricular (~1/2) entre E11 e E16, e a alteração do ciclo celular nesta zona 
germinativa ocorre através da expansão da fase G1 (Takahashi et al., 1995), 
sugerindo que os progenitores desta região e da zona marginal apresentem 
diferentes mecanismos de controle proliferativo. 
Outras explicações para as variações na razão Ts/Tm nos progenitores 
da zona marginal seriam morte celular após a fase S ou a ocorrência de divisões 
celulares em outras regiões que não a zona marginal. Reforçando esta última 
hipótese, encontramos figuras mitóticas no estrato superior da placa cortical em 
E18, sugerindo uma invasão de progenitores a partir da zona marginal.  
Com relação à morte celular programada, ensaios TUNEL e 
imunocitoquímica para caspase-3 revelaram um baixo número de células 
apoptóticas na zona marginal nas idades estudadas e nenhuma destas células 
havia incorporado BrdU durante 30 minutos de sobrevida (dados não 
mostrados).  
 
2. Especificação dos progenitores da zona marginal in situ: 
 
Durante o desenvolvimento cortical, diferentes fatores transcricionais são 
expressos por células progenitoras na zona ventricular/subventricular e são 
associados com a especificação de diferentes fenótipos neurais (Schurmmans & 
Guillemot, 2002; Bertrand & Guillemot, 2002). 
 
A fim de determinarmos possíveis contribuições dos progenitores da zona 
marginal na geração de neurônios e macroglia, investigamos a expressão de 
genes envolvidos na especificação destes tipos celulares por aquelas células. 
No telencéfalo dorsal, os fatores transcricionais Pax6 e Tbr2 estão 
associados com a geração de neurônios na zona ventricular e subventricular, 
respectivamente (Heins et al., 2002; Haubst et al., 2005; Englund et al., 2005). 
Uma vez que o primeiro é expresso por células na zona marginal (Hartfuss et al., 
2001) e o segundo é encontrado em algumas células na placa cortical (Englund 
et al., 2005) e pré-placa em momentos precoces da corticogênese (Cappelo & 
Götz, comunicação pessoal), decidimos avaliar se eles estariam expressos nos 
progenitores da zona marginal. 
Através de reações imunohistoquímicas, observamos que nenhuma das 
células BrdU-positivas na zona marginal em E14, E16 e E18 expressam Pax6 e 
Tbr2.  
Conquanto o fator transcricional Pax6 estivesse presente em um pequeno 
número de células na zona marginal, possivelmente em células produtoras de 
relina (Hartfuss et al., 2001), o Tbr2 não foi encontrado em nenhum tipo celular 
desta região. Curiosamente, o número de células Pax6-positivas em E18 foi 
muito menor do que nas demais idades analisadas, o que está de acordo com a 
redução do número de células produtoras de relina no período perinatal (Meyer 
et al., 1998). 
Outros fatores associados à geração de neurônios, como as 
neurogeninas 1 e 2 no telencéfalo dorsal, e mash1 no telencéfalo ventral (Fode 
 
et al., 2000) não foram avaliados neste estudo, mas hibridizações in situ para 
estes genes demonstram que o RNA mensageiro de neurogeninas está restrito a 
zona ventricular dorsal, enquanto o do mash1 é confinado à zona ventricular das 
eminências ganglionares (Fode et al., 2000; Schmidt & Götz, comunicação 
pessoal). 
Além de fornecer dados sobre o potencial das células progentitoras na 
zona marginal, a análise dos fatores transcricionais citados anteriormente 
também poderiam sugerir as possíveis origens destas células. Resumidamente, 
a expressão de Tbr2, Pax6 ou Neurogeninas indicariam uma origem dorsal, 
enquanto a expressão de Mash1, ventral (Schurmmans & Guillemot, 2002). 
 Por fim, investigamos a expressão de Olig2 pelos progenitores da zona 
marginal. A este fator trascricional tem sido atribuída uma identidade ventral e 
tem sido fortemente associado à geração de oligodendrócitos (Nery et al., 2001; 
Tekki-Kessaris et al., 2001) e interneurônios (Miyoshi et al., SFN abstract) 
durante a embriogênese telencefálica, e de oligodendrócitos e astrócitos na zona 
subventricular pós-natal (Marshall et al., 2005). 
Em E14, a expressão de Olig2 está restrita à zona ventricular das 
eminências ganglionares e a um pequeno número de células dispersas pelo 
primórdio estriatal, como já havia sido descrito para seu RNA mensageiro (Tekki-
Kessaris et al., 2001). A partir de E16, células Olig2-positivas são encontradas 
nas zonas subventricular e intermediária do telencéfalo dorsal e na região mais 
lateral da zona marginal e placa cortical.  
 
Um grande número de células proliferativas BrdU positivas na zona 
subventricular e intermediária expressam Olig2 em E16, indicando que 
progenitores destas regiões já começam a adquirir uma especificação glial. 
Dentre as células proliferativas na zona marginal nesta idade, cerca da metade 
corresponde à população Olig2-positiva. 
Finalmente, em E18, as células Olig2-positivas estão dispersas por toda a 
zona marginal e, praticamente, todas as células proliferativas são Olig2-
positivas. Também neste período, a maior parte dos progenitores na zona 
subventricular e intermediária expressam Olig2 e podemos observar a “invasão” 
destas células na placa cortical. Este gradiente ventro-dorsal de Olig2 no 
telencéfalo, tem sido interpretado como resultado da migração de precursores 
oligodendrocitários a partir das eminências ganglionares (Nery et al., 2001; 
Tekki-Kessaris et al., 2001). Seguindo esta linha de raciocínio, poderíamos 
sugerir que a população de progenitores da zona marginal encontrada em E14 é 
gradualmente substituída e/ou acrescida de células provenientes do telencéfalo 
ventral, de modo que, no período peri-natal, é formada inteiramente por estas 
células, caracterizadas pela expressão de Olig2. 
Alternativamente, poderíamos supor que a transição neurogênese-
gliogênese (Qian et al., 2000) obedeça ao gradiente neurogênico ao longo do 
telencéfalo (Bayer & Altman, 1991). Desta forma, genes envolvidos na 
especificação de células macrogliais, como o Olig2, deveriam ser expressos 
primeiro nas regiões laterais do telencéfalo dorsal, onde o intervalo neurogênico 
finda mais cedo (Miyama et al., 1997). Logo, a população de células Olig2-
 
positiva seria descendente dos progenitores observados na zona marginal em 
períodos intermediários da corticogênese. 
São necessários mais experimentos para avaliarmos estas hipóteses e é 
provável que tanto a migração de progenitores Olig2-positivos quanto uma 
possível re-especificação de precursores da zona marginal contribuam para o 
gradiente de expressão de Olig2 pelos progenitores descritos neste trabalho. 
Além disso, dados indicando que precursores Olig2-positivos possam contribuir 
para a geração de interneurônios corticais (Miyoshi et al., 2005) e de 
motoneurônios espinhais (Zhou et al., 2002) indicam que a expressão deste fator 
pode estar associada à gliogênese e neurogênese no telencéfalo. 
 
3. Potencial dos progenitores da zona marginal: 
 
Nas últimas décadas, uma série de experimentos foi realizada com o 
intuito de avaliar o potencial precursor de células corticais in situ (Luskin et al., 
1988; 1993; Walsh & Cepko, 1988; 1992; 1993; Paranavelas et al., 1991; Price & 
Thurlow, 1993; Grove et al., 1993; Mione et al., 1994; Reid et al., 1995; 
McCarthy et al., 2001; Reid & Walsh, 2002) e in vitro (Temple, 1989; Davis & 
Temple, 1994; Williams & Price, 1995; Qian et al., 1997; 1998; 2000). No 
entanto, por limitações de ordem técnica, estes estudos não identificam o 
precursor em análise. 
Alguns experimentos recentes relataram o potencial neurogênico de 
populações específicas de células (Malatesta et al., 2000; 2003; Noctor et al., 
 
2002; 2004; Haubensak et al., 2004), mas, como foi discutido na introdução, há 
muitas controvérsias nos critérios utilizados para a caracterização destas 
populações. 
A distância física entre a zona marginal e as demais zonas proliferativas 
do telencéfalo dorsal nos permitiu estudar, independentemente, o potencial dos 
progenitores residentes na zona marginal através da sua separação mecânica. 
Utilizando técnicas microcirúrgicas, a parede cortical de camundongos 
E15 foi dividida em dois estratos contendo as zonas ventricular, subventricular e 
intermediária (ZV/ZSV) ou a placa cortical e zona marginal (ZM). Nesta idade, 
tanto o número quanto o fenótipo dos progenitores na zona marginal não diferem 
dos descritos em E14 (dado não mostrado). 
Tanto as células da ZV/ZSV quanto as da zona marginal mantiveram suas 
capacidades proliferativas em cultura e a análise fenotípica das mesmas, duas 
horas após a dissociação, revela a eficiência da técnica de dissecção 
empregada na separação destas populações: 1) 80% das células proliferativas 
na ZV/ZSV expressam Pax6 e as 20% restantes, Tbr2 e 2) Poucas células Pax6-
positivas são encontradas nos cultivos de zona marginal, mas não apresentam 
capacidade proliferativa, indicada pela incorporação de BrdU. 
A presença de células Tbr2-positivas nos cultivos de ZM, apesar da 
completa ausência destas células na zona marginal in situ, indica uma discreta 
contaminação destas culturas por células da zona subventricular e/ou expressão 
de Tbr2 por neurônios da placa cortical (Englund et al., 2005). Porém, mais de 
90% das células BrdU-positivas nestes cultivos, após 2h in vitro, não expressam 
 
Tbr2, indicando que a contaminação por progenitores da zona subventricular, se 
verdadeira, é bastante baixa. 
A fim de determinarmos o potencial dos diferentes progenitores isolados 
da ZV/ZSV ou da zona marginal, utilizamos um paradigma experimental 
baseado na incorporação do material genético de vetores retrovirais por células 
em divisão mitótica. Desta forma, a linhagem de uma célula pode ser 
reconstruída através da análise da expressão de um gene repórter contido nos 
retrovírus (Price et al., 1987). 
Utilizando um reduzido número de partículas virais por lamínula, 
minimizamos a probabilidade de formação de clones sobrepostos ou próximos o 
suficiente para estabelecer contiguidade. Portanto, interpretamos que cada um 
dos conjuntos de células GFP-positivas estaria representando uma, e somente 
uma progênie clonal (Williams & Price, 1995; Hack et al., 2000; Haubst et al., 
2004). 
Após dois dias de cultura, podíamos observar a expressão da proteína 
GFP por pequenos grupos de células tanto nas culturas de ZV/ZSV quanto nas 
de zona marginal. Apesar do número de clones em ambas as culturas ser 
semelhante, devido ao uso do mesmo número de partículas virais, o número de 
células por clone nesta fase era muito maior nas culturas de ZV/ZSV, indicando 
que os progenitores destas regiões apresentam parâmetros de ciclo celular 
diferentes daqueles dos progenitores da zona marginal. Fundalmentalmente, 
apesar de não termos medido diretamente as durações dos ciclos celulares, os 
diferentes tamanhos dos clones encontrados sugerem que as células isoladas 
 
da ZV/ZSV proliferam mais rápido do que as da zona marginal durante as 
primeiras 48h de cultivo.  
 
3.1. Estudo das linhagens celulares in vitro: 
 
A análise da composição dos clones gerados nos cultivos de ZV/ZSV e 
zona marginal após 7-10 dias in vitro, através de técnicas imunohistoquímicas, 
revelou a existência de três tipos de clones: neuronal puro, misto ou glial puro. 
Os clones contendo exclusivamente neurônios (Tuj1-positivas) 
apresentaram um pequeno número de células, sendo que a frequência de 
clones com mais de duas células foi muito maior nos cultivos de ZV/ZSV, 
sugerindo que progenitores destas regiões apresentam uma maior frequência de 
divisões assimétricas, típicas em situações em que se gera neurônios e outro 
progenitor. A presença de clones formados por um único neurônio é um evento 
raro (6/84) e poderia ser explicada pela morte da segunda célula ou pela 
incorporação do material genético viral por uma única célula-filha durante a 
mitose. 
Por outro lado, os clones mistos, na maioria dos casos (20/36), 
apresentavam uma única célula neuronal e um variado número de células Tuj1-
negativas, imunorreativas a O4 ou GFAP. Curiosamente, apenas nos cultivos de 
ZV/ZSV, foram observados clones mistos contendo mais de dois neurônios 
(4/26), indicando um maior potencial neurogênico para os precursores destas 
regiões. 
 
O número médio de células gliais nos clones mistos é maior nos cultivos 
de zona marginal, sugerindo que progenitores bi-potentes nesta região 
apresentam um maior potencial gliogênico do que os isolados da ZV/ZSV. 
Em contraposição ao baixo número de clones gliais puros nos cultivos de 
ZV/ZSV (3,3%), cerca de 70% dos progenitores presentes na zona marginal 
geram exclusivamente células macrogliais. Da mesma forma que nos clones 
mistos, não foram observados clones gliais puros contendo astrócitos (GFAP) e 
oligodendrócitos (O4) ao mesmo tempo.  
Curiosamente, a frequência de clones gliais ou mistos contendo 
oligodendrócitos ou astrócitos pode ser alterada pelas condições de cultivo 
(William & Price, 1995; dados não mostrados deste trabalho). Desta forma, 
culturas mantidas em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino durante os dez 
dias de cultivo geram, quase exclusivamente, clones astrocitários, enquanto as 
culturas mantidas em DMEM F12 com B27 a partir do segundo dia apresentam 
apenas clones oligodendrocitários. 
 Estes achados sugerem que um mesmo progenitor macroglial pode ser 
condicionado para a geração de oligodendrócitos ou astrócitos, mas não 
apresenta a capacidade de gerar estes dois tipos de células ao mesmo tempo. 
Uma possibilidade é a de que a transição neurogênese-gliogênese observada 
em progenitores isolados (Qian et al., 2000) seja responsável, num primeiro 
momento, pela geração de um progenitor glial que, dependendo dos sinais 
externos, adquira o potencial de gerar astrócitos ou oligodendrócitos.  
 
Analisando os diferentes grupos celulares em conjunto, vimos que um 
grande número de clones derivados de progenitores da zona ventricular ou 
subventricular apresenta neurônios (mais de 96%), enquanto apenas 31% dos 
clones derivados de progenitores da zona marginal contêm células neuronais. 
Apesar de reduzida, esta proporção é cerca de três vezes aquela 
correspondente à células Tbr2/BrdU+ (ou seja, supostamente derivadas de 
precursores de SVZ) encontradas após duas horas de cultivo, indicando um 
potencial neurogênico na zona marginal independente da possível contaminação 
dos cultivos por células da zona subventricular. 
Esse potencial neurogênico na zona marginal é extremamente 
interessante, pois indica uma nova região de geração de neurônios corticais. 
Como foi largamente discutido ao longo deste trabalho, o nicho onde uma célula 
neuronal é gerada influi diretamente no seu fenótipo, de modo que a zona 
marginal poderia contribuir para o aumento da diversidade celular no córtex 
cerebral adulto. 
Apesar da frequência de clones neuronais puros nos cultivos de VZ/SVZ 
estar próxima dos valores descritos na literatura, a de clones gliais puros 
encontrada neste estudo é muito menor (Williams & Price, 1995; Malatesta et al., 
2000). Embora as populações celulares estudadas sejam distintas, acreditamos 
que o principal motivo desta discrepância seja o silenciamento do gene repórter 
em neurônios, o que faria com que um clone misto fosse erroneamente 
classificado como glial puro. De fato, em todos os clones mistos analisados, a 
intensidade de fluorescência do GFP nas células neuronais foi menor do que 
 
nas demais. Reforçando esta possibilidade, neurônios derivados de neurosferas 
da SVZ adulta apresentam níveis reduzidos de GFP após 7 dias in vitro 
(Berninger & Götz, comunicação pessoal) e células in situ apresentam 
silenciamento de genes repórteres após injeção de  retrovírus no ventrículo 
lateral de embriões (Gaiano et al., 1997).  
 Em relação ao tamanho das progênies gliais nos clones de ZV/ZSV e 
zona marginal, observamos que o número médio de astrócitos por clone era 
muito menor do que o de oligodendrócitos, sugerindo que, ao menos nestas 
condições, os progenitores astrocitários apresentam uma menor capacidade de 
auto-renovação ou as condições de cultivo in vitro induzem sua diferenciação 
mais precocemente. Embora clones gliais sejam observados em culturas de  
ZV/ZSV e zona marginal, os clones contendo astrócitos eram mais frequentes 
nestas últimas, sugerindo um maior potencial astrogliogênico na zona marginal.  
Em humanos, a transformação de glia radial não parece ser uma fonte 
importante de astrócitos para as camadas supragranulares (deAzevedo et al., 
2003) e tipos astrocitários específicos, como as “comet cells”, são encontrados 
na camada 1 de primatas (Marin-Padilla, 1998). Seria interessante investigar se 
estas células são geradas por progenitores presentes na zona marginal. Por fim, 
analisamos a composição dos diferentes tipos de clone quanto ao número de 
células neuronais ou gliais. Notavelmente, os clones derivados de progenitores 
da ZV/ZSV apresentavam uma maior probabilidade de conter um elevado 
número de neurônios, tanto nos clones neuronais puros quanto mistos. Por outro 
 
lado, clones com números relativamente elevados de células gliais (acima de 40) 
foram observados apenas nas culturas de zona marginal. 
Curiosamente, os clones encontrados nas culturas de ZV/ZSV eram 
maiores do que os da zona marginal após 2DIV, mas após 7 dias a cultura de 
zona marginal apresenta uma maior frequência de clones com número elevado 
de células, especialmente gliais. Considerando que a mesma transição 
neurOgênese-gliogênese descrita na literatura (Qian et al., 2000) ocorre nos 
progenitores isolados da zona marginal, poderíamos sugerir que as células 
geradas nos primeiros dias de cultivo seriam neurônios (por este motivo os 
clones derivados de progenitores da ZV/ZSV são maiores após 2DIV) e, em 
seguida, apareceriam progenitores gliais com elevado potencial proliferativo 
(mais frequentes nos cultivos de zona marginal). 
Em conjunto, estes dados indicam a existência de progenitores na zona 
marginal com propriedades distintas daqueles encontrados na ZV/ZSV quando 
cultivados sob as mesmas condições, demonstrando a existência de um novo 
tipo de progenitor no córtex cerebral.  
Devido ao contato da zona marginal com a lâmina basal (Alvarez-Buylla & 
Lim, 2004), sua baixa densidade celular (Boulder Committee, 1970), relação com 
vasos perfurantes (Marín-Padilla, 1985) e composição celular (Meyer et al., 
1998), será interessante avaliar a interferência destas variáveis sobre o potencial 
dos progenitores encontrados nesta região.  
 
  
 
4. Fenótipo dos neurônios gerados na zona marginal: 
 
A existência de progenitores neurais na zona marginal nos leva a 
consideração sobre os subtipos neuronais gerados nesta região. Diferentes 
populações neuronais capazes de produzir relina, uma proteína importante para 
a laminação cortical (Caviness et al., 1982; Ogawa et al., 1995; D’Arcangelo et 
al., 1995; 1997), são geradas em diferentes regiões telencefálicas (Hevner et al., 
2002; Jiménez et al., 2003; Takiiguchi-Hayashi et al., 2004; Bielle et al., 2005) de 
onde migram radial ou tangencialmente para a zona marginal. No entanto, a 
geração local destas células ainda não foi descrita. 
Em nosso modelo experimental, os progenitores derivados da zona 
marginal apresentam potencial neurogênico, mas não encontramos qualquer 
neurônio produtor de relina em três experimentos independentes, sugerindo que 
estas células não seriam geradas localmente. 
Outros marcadores neuronais, como GABA e GAD67, foram testados, 
com o intuito de avaliarmos os subtipos neuronais gerados na zona marginal, 
mas a análise dos resultados foi dificultada por problemas técnicos, de modo 
que ainda permanece incerta a natureza dos neurônios gerados por progenitores 
da zona marginal. 
 
 
 
 
 
5. Efeito de mutações sobre a proliferação na zona marginal: 
 
Os camundongos small eye (Sey/sey) expressam uma forma não 
funcional da proteína Pax6 (Hill et al., 1991), apresentando defeitos na 
regionalização telencefálica (Stoykova et al., 2000) e neurogênese (Haubst et 
al., 2004).  
A análise da zona marginal destes animais em E14 revelou um aumento 
do número de células proliferativas em relação aos selvagens, coincidente com 
o aumento do número de divisões abventriculares descrito na literatura (Haubst 
et al., 2004). 
 Seria tentador especular que a maior velocidade do ciclo celular em 
períodos precoces da neurogênese em camundongos Sey/sey (Estivill-Torrus et 
al., 2002) acelere a transição para o período gliogênico (Qian et al., 2000), o que 
seria responsável pelo aumento no número de progenitores na zona 
subventricular e marginal, importantes zonas gliogênicas (Marshall et al., 2003; 
este trabalho).  No entanto, ainda precisamos investigar o potencial gliogênico x 
neurogênico dos progenitores na zona marginal destes camundongos.  
 Além disso, o aumento do número de células produtoras de relina na 
zona marginal de camundongos sey/sey (Stoykova et al., 2003) pode estar 
relacionado com o aumento da frequência de células BrdU-positivas nesta 
região, sugerindo um papel da Relina sobre o controle da proliferação celular na 
zona marginal.  
 
 
6. Conclusões finais: 
 
Neste trabalho, demonstramos a presença de células proliferativas na 
zona marginal de roedores in situ, situando essa região entre as demais zonas 
germinativas do telencéfalo embrionário.  
Através de experimentos de cultura, mostramos que os progenitores 
isolados da zona marginal apresentam expressão gênica, capacidades 
proliferativas e potenciais neuroNO- ou gliogênicos diferentes daqueles isolados 
da ZV/ZSV, indicando a existência de um novo tipo de progenitor no 
desenvolvimento cortical. 
Por fim, observamos que mutações em genes associados à neurogênese 
cortical podem provocar um aumento do número de progenitores na zona 
marginal. 
Além da importância destes progenitores para o desenvolvimento do 
córtex cerebral, que potencialmente contribuiriam para a geração de diferentes 
tipos celulares encontrados nesta estrutura, estas células apresentam um 
elevado potencial terapêutico, devido a sua localização superficial na parede 
cortical, o que facilitaria enormemente a manipulação. 
Dados preliminares do nosso laboratório indicam que uma fração de 
células da camada 1 pós-natal e adulta mantêm capacidade proliferativa, 
representando uma potencial fonte de células utilizáveis em terapias 
regenerativas do SNC. 
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Figura 1: Células na zona marginal proliferam in vivo. Células 
marcadas por imunohistoquímica para BrdU na zona marginal 
(cabeças de seta em B, D e F) indicam a presença de progenitores
nesta região em E14 (A e B), E16 (C e D) e E18 (E e F). Note a 
localização das células BrdU positivas na porção basal da ZV e ZSV 
em E14 e a ausência destas células na placa cortical. Barra de 
calibração em A, C e E: 50μm. ZM: zona marginal; PC: placa cortical; 
ZI: zona intermediária; ZSV: zona subventricular; ZV: zona ventricular; 
D: dorsal; L: lateral.
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Figura 2: Divisões celulares na zona marginal. Imunorreatividade
para a forma fosforilada da histona 3 (PH3) revela a ocorrência de 
mitoses na zona marginal em E14 (seta). Os progenitores na zona 
ventricular dividem-se ao redor do ventrículo como detectado pela 
imunoreatividade para PH3, enquanto uma população proliferativa 
secundária imunomarcada para PH3 aparece na zona subventricular 
(cabeças de seta). Divisões celulares muito próximas da superfície 
pial (asterisco) não foram classificadas como de progenitores na zona 
marginal. Barra de calibração: 50μm. ZM: zona marginal; PC: placa 
cortical; ZSV: zona subventricular; ZV: zona ventricular; D: dorsal; L: 
lateral.
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Figura 3: Proliferação na zona marginal mantém-se durante toda 
a corticogênese. (A-B’) Embora a atividade mitótica permaneça na 
zona marginal em E18 (B e B’), a relação entre o número de células 
BrdU+ e PH3+ triplica. (C) Percentual de células proliferativas na 
zona marginal em função do número total de células nesta camada.
Note o aumento na proporção de células BrdU positivas em E18
quando comparada com E16 e E14. Barras de calibração: 50μm (A); 
12,5μm (B’). ZM: zona marginal; PC: placa cortical; ZI: zona 
intermediária; D: dorsal; L: lateral.
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Figura 4: Progenitores na zona marginal não expressam Pax6. Imagens de 
cérebros E14 cortados coronalmente com imunohistoquímica para BrdU (A) e 
Pax6 (B). Apenas a região basal da ZV é marcada por BrdU (A) ao passo que 
toda a espessura da ZV é marcada com Pax6 (B). Note o alto índice de 
colocalização de BrdU com Pax6 na porção basal da zona ventricular (C), 
enquanto as células progenitoras na zona marginal não expressam este fator 
(setas). Barra de calibração: 50μm. ZM: zona marginal; PC: placa cortical; ZI: 
zona intermediária; ZSV: zona subventricular; ZV: zona ventricular; D: dorsal; L: 
lateral.
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Figura 5: Células Pax-positivas na zona marginal não incorporam 
BrdU. Imagens de cortes coronais obtidos em E16, em que podemos 
observar células Pax6-positivas na zona marginal e placa cortical (A e 
B, setas). Células BrdU-positivas (A’ e C’, cabeças de seta) não 
expressam Pax6. As caixas representadas em A, B e C estão 
ampliadas em A’, B’ e C’, respectivamente. Barra de calibração: . ZM: 
zona marginal; PC: placa cortical; ZI: zona intermediária; D: dorsal; L: 
lateral.
D
L
BrdU/ Pax6/DAPIA
ZI PC ZM
A’
BrdUB
DuplaC
Tbr2A A’
Figura 6: Células progenitoras na zona marginal não expressam Tbr2. 
Imunohistoquímica para Tbr2 (A) e BrDU (B mesmo campo) no córtex lateral 
de camundongos E14. Observe o grande número de células BrdU
positivas/Tbr2 positivas na zona subventricular (ZSV) em contraste com a 
ausência de células Tbr2 positivas e o pequeno número de células BrDU
positivas marcadas na zona marginal (setas). Barra de calibração: 50μm. ZM: 
zona marginal; PC: placa cortical; ZI: zona intermediária; ZSV: zona 
subventricular; ZV: zona ventricular; D: dorsal; L: lateral.
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Figura 7: Expressão de Olig2 no telencéfalo dorsal em E16. 
Imunohistoquímica para Olig2 no córtex cerebral (A) acrescida da marcação 
nuclear para DAPI (B). Células Olig2-positivas são encontradas na porção 
lateral do telencéfalo dorsal em E16, distribuídas na zona intermediária (ZI), 
placa cortical (PC) e zona marginal (ZM, setas). Barra de calibração: 50μm
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Figura 8: Expressão de Olig2 pelos progenitores da zona 
marginal. Imunohistoquímica para Olig2 e BrdU no córtex dorsal em 
E16. Como podemos observar na figura B, células Olig2 positivas 
estão presentes na parte mais lateral do telencéfalo dorsal (A 
apresenta o mesmo campo marcado com DAPI) e algumas destas 
células apresentam capacidade proliferativa (C). Em D, mesmo 
campo marcado com DAPI.  A proporção de células BrdU-positivas
que expressam Olig2 na zona marginal é, aproximadamente, 50% em 
E16 (E). Barra de calibração: 50μm. ZM: zona marginal; PC: placa 
cortical; ZI: zona intermediária; D: dorsal; L: lateral.
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Figura 9: Progenitores na zona marginal mantém a capacidade 
proliferativa in vitro. (A-D) Fotomicrografias de culturas dissociadas da 
metade dorsal do córtex cerebral imunoprocessadas para BrDU e Tbr2; setas 
apontam para células duplamente positivas e cabeças de seta indicam células 
positivas somente para Tbr2. (E) Proporção de células BrdU-positivas em 
culturas ZV/ZSV (azul) e ZM (vermelho) quantificada após 2h in vitro, revelando 
frações proliferativas menores na zona marginal. Note que menos de 10% 
destas células expressam Tbr2, enquanto a frequência de células BrdU-
positivas/Tbr2-positivas nas culturas de ZV/ZSV é de quase 20% (E).
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Figura 10: Células proliferativas na zona marginal não expressam Pax6. 
Imunocitoquímica para Pax6 (vermelho) e BrdU (verde) em culturas dissociadas 
de zona marginal  (A e B) e ZV/ZSV (C e D) 2 horas após o cultivo. Note o 
elevado número de células BrdU-positivas/Pax6-positivas nos cultivos de 
ZV/ZSV (C e D, cabeças de seta), em contraste com os cultivos de zona 
marginal, onde não são observadas células Pax6-positivas (A). As setas em B e 
D indicam as células BrdU-positivas/Pax6-negativas. (E) Cerca de 80% das 
células proliferativas nos cultivos de ZV/ZSV expressam Pax6.
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Figura 11: Clones celulares visualizados após 2 DIV. Cultivos de células da 
zona marginal (A, B e C) e VZ/ZSV (D, E e F) apresentam células com níveis 
detectáveis de GFP após 2 DIV. Estas células expressam nestina como 
revelado por imunocitoquímica (B, C, E e F) e são encontradas em pequenos 
grupos de 2 a 6 células. Note a presença de um maior número de células 
nestina-positivas nas culturas de ZV/ZSV (E), consistente com o predomínio de 
progenitores nestas zonas.
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Figura 12: Células expressando o gene repórter GFP são detectadas 
após 48h de cultivo. Fração de células GFP-positivas em culturas ZV/ZSV
e ZM em relação ao total de células na cultura. Note o percentual mais 
elevado nas culturas de ZV/ZSV (* p<0,0001; Mann-Whitney test).
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Figura 13: Número de células GFP-positivas por clone após 2DIV. Os 
clones gerados a partir de progenitores da ZV/ZSV apresentavam um 
número médio de células GFP-positivas (M=2,2) maior do que os de zona 
marginal (M=1,5; * p=0,037, Mann-Whitney test).
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Figura 14: Clone neuronal puro em cultura ZV/ZSV com 7 DIV. Observe que 
todas as células pertencentes ao clone (setas em A) apresentam 
imunorreatividade para Tuj1 (setas em B e C), caracterizando seu fenótipo 
neuronal. Nenhuma célula GFP positiva, no entanto, apresenta imunomarcação
para GFAP (B e D). 
Figura 15: Clones mistos em cultura de ZV/ZSV com 7 DIV. Colocalização
da expressão de GFP (A) e Tuj1(B) revelam a natureza neuronal de células 
geradas in vitro (B e C, setas). (A’) Magnificação das células destacadas na 
caixa em A: observe diferentes tipos morfológicos -Tuj1positivos- (setas) e gliais
(cabeças de seta). (C’) Magnificação das células destacadas na caixa em C.
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Figura 16: Clones astrocitários puros em cultura de ZM com 7DIV. Clone 
glial puro identificado por marcação com GFP (A) e imunorreatividade ao GFAP 
(B); note que todas as células marcadas para GFP são imunorreativas (D). 
Nenhuma das células GFP-positivas encontra-se marcada para Tuj1 (C).
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Figura 17: Clones oligodendrocitários puros em cultura de ZM com 7DIV.  
Note a morfologia bipolar das células GFP-positivas (A) e a expressão 
correspondente de O4 detectada por imunocitoquímica (B e D). Nenhuma célula 
GFP encontra-se marcada com Tuj1(C ), porém são imunorreativas para O4.
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Figura 18: Percentuais de clones neuronais puros, gliais puros e mistos 
em culturas de ZV/ZSV e zona marginal relativamente ao total de clones. 
Enquanto mais de 70% dos clones gerados pelas células das zonas ventricular 
e subventricular são exclusivamente neuronais e apenas 3,3% são gliais puros, 
os clones gerados por progenitores da zona marginal são, majoritariamente 
(69,1%), gliais puros.  Por outro lado, 30,9% dos clones observados em cultivos
da zona marginal apresentam neurônios, sendo que 20,6% destes clones são 
exclusivamente neuronais. Nos dois casos (zona marginal ou ZV/ZSV), os 
clones mistos continham ou astrócitos ou oligodendrócitos associados a um 
pequeno número de neurônios.
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Figura 19: Distribuição de números de neurônios e células gliais por tipo 
de clone nas culturas de ZM e ZV/ZSV com 7DIV. Note que os clones 
neuronais puros gerados por progenitores da ZV/ZSV tendem a apresentar 
maior número de neurônios do que os da zona marginal. Por outro lado, apenas 
nas culturas de zona marginal foram encontrados clones contendo mais de 40 
células gliais. Os clones mistos, em ambas as culturas, apresentaram, na 
maioria dos casos, 1 a 2 neurônios e números variáveis de células gliais. Por 
outro lado, culturas de ZV/ZSV apresentaram clones com até 20 neurônios.
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Figura 20: Células gliais apresentam diferentes níveis de expressão de 
GFAP. Clone glial puro em que duas células imunorreativas ao GFP são 
claramente GFAP-positivas (A, B e D, setas). As demais células, não 
apresentam imunorreatividade para GFAP (A, B e D, cabeças de seta), mas 
são morfologicamente semelhantes as demais (compare as células indicadas 
pelas setas e cabeças de seta em A).
GFAP+ GFAP-
zona 
marginal 
35.6% 64.4%
ZV/ZSV 26.9% 73.1%
Tabela I - Valores percentuais de clones astrogliogênicos relativamente 
aos clones totais encontrados em culturas de zona marginal. 
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Figura 21: Clones astrocitários apresentam baixos números de células.
Em culturas de células da zona marginal, clones mistos ou gliais puros 
formados exclusivamente por células Tuj1-negativas/GFAP-negativas
apresentam números de células mais elevados do que aqueles formados por 
células Tuj1-negativas/GFAP-positivas (*p<0,05; **p>0,05 Turkey’s Multiple 
Comparison Test ).
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Figura 22: Neurônios GFP-positivos em cultura de ZM 
e ZV/ZSV após 7 DIV e imunocitoquímica para relina. 
Clones neuronais nos cultivos da zona marginal não 
apresentam células imunorreativas para a proteína relina
(A), assim como os clones neuronais da ZV/ZSV (B).
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Figura 23: Aumento do número de células proliferativas na zona marginal 
de camundongos small eye (Sey). Assim como nos camundongos C57/Bl6, a 
maioria das células imunorreativas para BrdU e PH3 encontram-se nas zonas 
ventriculares e subventriculares (A, córtex lateral e B, córtex dorsomedial), mas 
há uma pequena fração de células proliferativas na zona marginal (setas em A 
e B). A proporção de células BrdU+ na zona marginal de camundongos Sey é 
cerca de três vezes maior do que nos selvagens em E14 (Mann-Whitney test, 
p<0.0001), com um discreto aumento na proporção de células PH3+ 
(p=0.3867). 
BA
C
Sey - córtex lateral Sey - córtex dorsomedial
